







































ACN   asetonitriili 
Ada-Cl   adamantoyylikloridi 












BS-Cl   bentseenisulfonyylikloridi 
Bz   bentsoyyli 
CPG   huokoinen lasi 
DBU   1,8-diatsabisykloundek-7-eeni 
DCA   dikloorietikkahappo 
DCC   N,N´-disykloheksyylikarbodi-imidi 
DCM   dikloorimetaani 
DECP   dietyylikloorifosfaatti 
DIAD   diisopropyyliatsodikarboksylaatti 
DIPEA   N,N-diisopropyylietyyliamiini 
DKT diastereokonvergoiva 
transformaatio 
DMA   N,N-dimetyylianiliini 
DMAP   4-N,N-dimetyyliaminopyridiini 
DMCI 1,3-dimetyyli-2-kloori-
imidatsoliumkloridi 




DMSO   dimetyylisulfoksidi 
DMT   dimetoksitrityyli 
DNA   deoksiribonukleiinihappo 
DPCP   difenyylifosforyylikloridi 
DPP   difenyylifosfaatti 
dy   diastereomeerinen ylimäärä 
DYKAT dynaaminen kineettinen 
asymmetrinen transformaatio 
DYTR dynaaminen termodynaaminen 
erottuminen 




HPLC korkean erotuskyvyn 
nestekromatografia 
lev   levulinyyli 
NBS   N-bromisukkinimidi 
NEP-Cl 2-kloori-5,5-dimetyyli-1,3,2-
dioksafosforinaani-2-oksidi 
NMI   1-metyyli-imidatsoli 
NMM   N-metyylimorfoliini 
NMR   ydinmagneettinen resonanssi 
OXP bis(2-okso-3-oksatsolidinyyli)-
fosfiinikloridi 
PEG   polyetyleeniglykoli 
Piv   pivaloyyli 
py   pyridiini 
RNA   ribonukleiinihappo 
TBDMS   tert-butyylidimetyylisilyyli 
TEA   trietyyliamiini 
TLC   ohutkerroskromatografia 













1 Kirjallinen osa 
1.1 Johdanto 
Vetyfosfonaattien käyttöä oligonukleotidisyntetiikassa on tutkittu 1950-luvulta1 lähtien. 
Menetelmän todellinen potentiaali havaittiin vasta vuosikymmeniä myöhemmin, kun 
pivaloyylikloridia käytettiin kytkentäreagenssina kiintokantajasynteesissä.2 Lisäksi 
vetyfosfonaattimenetelmää voidaan hyödyntää liuossynteesissä sekä synteesissä, jossa 
käytetään kantajana liukoista kantajamateriaalia3. Kytkentäreagenssia joudutaan 
käyttämään ylimäärin, kun synteesi tehdään kiintokantajalla.4 Tällöin kytkentäreagenssin 
oikea valinta on erityisen tärkeää. Oligonukleotidien synteesi vetyfosfonaattimenetelmällä 
koostuu kolmesta vaiheesta: 5´-OH:n suojaryhmän poisto, kytkentäreaktio ja hapetus.  
 
Kuva 1: Vetyfosfonaattimenetelmä oligonukleotidisynteesissä. X riippuu siitä, tehdäänkö synteesi liuoksessa 
tai esim. kiintokantajalla.5  
Ensin yhdisteen 1 dimetoksitrityylisuojaryhmä poistetaan happokäsittelyllä (esim. 3% 
dikloorietikkahappo (DCA)/dikloorimetaani (DCM)). Kasvavaan ketjuun 2 liitetään 





















































on halutun mittainen. Lopuksi ketju 4 hapetetaan esim. jodilla, jolloin saadaan valmis 
oligonukleotidi 5. Mikäli synteesi tehdään kiintokantajalla, täytyy ketju lopuksi irrottaa 
kiintokantajasta.5  
Vetyfosfonaattimenetelmä on yksi yleisimmistä tavoista syntetisoida oligonukleotidejä. 
Muita käytettyjä menetelmiä ovat fosforamidiittimenetelmä sekä fosfotriesterimenetelmä. 
Vetyfosfonaattimenetelmä on erityisen käyttökelpoinen synteettisessä kemiassa, sillä 
vetyfosfonaatin fosforin hapetusaste on P(III), mutta rakenne on tetraedrinen. Tämän takia 
vetyfosfonaatit ovat pysyvämpiä, esimerkiksi hapettumista kohtaan, kuin muut  P(III)-
yhdisteet (esim. fosforamidiitit).6,7 Näin ollen vetyfosfonaattien reaktiot eivät ole yhtä 
herkkiä kosteudelle kuin fosforamidiittien reaktiot. Vetyfosfonaattimenetelmä on myös 
vähemmän herkkä steerisille tekijöille kuin fosforamidiittimenetelmä. Erityisesti 
ribonukleiinihappo (RNA) -synteesissä vetyfosfonaattimenetelmä on parempi vaihtoehto. 
Vetyfosfonaattimenetelmässä hapetus tehdään valmiille oligonukleotidiketjulle eikä 
jokaisen kondensaation jälkeen, kuten fosforamidiittimenetelmässä. Vaikka hapetettu 
fosforamidiitti onkin stabiilimpi kuin vastaava vetyfosfonaatti, on valmiin ketjun 
hapetuksessa useita hyötyjä. Ensinnäkin kokonaisreaktio on vetyfosfonaattimenetelmässä 
nopeampi, kun hapetusreaktioita on oligonukleotidin synteesissä vain yksi. 
Vetyfosfonaattimenetelmässä hapetuksen yhteydessä voidaan myös helposti valmistaa 
useita eri oligonukleotidianalogeja. Oligonukleotidien modifikaatioita hyödynnetään 
esimerkiksi nukleotidien rakenteellisessa tai fotokemiallisessa tutkimuksessa sekä 
entsymaattisten reaktioiden mekanismien tutkimuksessa. Modifikaatioiden avulla voidaan 
tehdä rakenteellisia tai elektronisia muutoksia valituissa kohdissa nukleotidiketjua, 
esimerkiksi primer-alukkeen tai antisense-DNA:n kohdalla.8 Antisense- ja 
antigeeniterapiassa pyritään synteettisen oligonukleotidianalogin avulla muuttamaan solun 
toimintaa. Tällaisia modifikaatioita tehdään korvaamalla fosforiin sitoutunut happi 
esimerkiksi hiilellä, rikillä, typellä tai seleenillä.9  
Vetyfosfonaattikemiassa kytkentäreaktio on yleensä nopea sivureaktioihin verrattuna, joten 
sivutuotteita ei merkittävästi muodostu.4 Sivutuotteita voi kuitenkin muodostua, jos 
kytkentäreagenssi ehtii reagoida vetyfosfonaattimonomeerin kanssa liian kauan.10 Tätä 
esiaktivaatiota11 pyritään kytkentäreaktiossa välttämään. Muita mahdollisia sivureaktioita 
ovat emäksen suojaamattoman aminoryhmän reagoiminen4 sekä alkoholin 5´-OH-ryhmän 




kytkentäreagenssin valinnalla suurempi merkitys. Tällöin valitaan kytkentäreagenssi, joka 
reagoi mahdollisimman selektiivisesti tuottaen vain haluttua kytkentäreaktiotuotetta. 
Erityisesti steeriset tekijät vaikuttavat kytkentäreagenssin selektiivisyyteen. 
1.2 Kytkentäreaktion mekanismi 
Oligonukleotidisynteesin kytkentäreaktiossa muodostuu sidos nukleotidien välille, kun 
nukleotidin 3´-vetyfosfonaatti reagoi toisen rakenneyksikön 5´-hydroksyyliryhmän 
kanssa.4 Liuottimena käytetään esimerkiksi asetonitriiliä, johon on lisätty nukleofiilistä 
katalyyttiä, kuten pyridiiniä. Kytkentäreaktiossa voidaan käyttää useita eri 
kytkentäreagensseja, joista pivaloyylikloridi on yksi yleisimmin käytetyistä 
vaihtoehdoista.5 Kytkentäreagenssin valinta vaikuttaa sivutuotteiden muodostumiseen. 
Tavallisimmat sivutuotteet reaktiossa ovat seurausta hydroksyyliryhmän, P-H –sidoksen tai 
guaniinin laktaamin reagoimisesta. Guaniinin reagoiminen sivureaktiossa voidaan myös 
estää sopivaa suojaryhmää13 käyttämällä. Vetyfosfonaatin hapetus tehdään vasta valmiille 
oligonukleotidille esimerkiksi I2/pyridiini/H2O-liuoksen avulla. Mikäli synteesi tehdään 
kiintokantajalla, täytyy valmis oligonukleotidi lopuksi irroittaa kantajasta. 
Oligoribonukleotidien synteesissä määräävä tekijä on 2´-hydroksyyliryhmän suojaus. Tätä 
ei tarvitse huomioida deoksioligonukleotidien kohdalla. 
1.2.1 Aktivaatio ja esiaktivaatio 
Kun vetyfosfonaattia sisältävään reaktioseokseen lisätään asyylikloridi ennen 3´-O-
bentsoyylitymidiinin lisäämistä, tapahtuu esiaktivaatiota. Esiaktivaation seurauksena 
muodostuu trivalentteja intermediaatteja, jolloin haluttua diesterituotetta ei muodostu 
lainkaan. Reaktiossa muodostunut välituote voidaan purkaa takaisin lähtöaineiksi 
lisäämällä vettä. Trivalenttien välituotteiden rakennetta tutkittiin reaktiossa, jossa 5´-O-
(4,4´-dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiini reagoi pivaloyylikloridin (2.5 ekv) 
kanssa, kun liuottimena oli pyridiini.14 Ainoa trivalentti intermediaatti, joka vastaa NMR-
tuloksia on bisasyylifosfiitti.14 Seuraavassa kuvassa nähdään vetyfosfonaattimonomeerin 





Kuva 2: Vetyfosfonaattimonoesterin reaktio etanolin kanssa, kun esiaktivaatio tapahtuu pivaloyylikloridin 
avulla. Liuottimena on pyridiini ja R=dimetoksitrityyli (DMT), tert-butyylidimetyylisilyyli (TBDMS). 
Yliaktivaation seurauksena muodostuva bisasyylifosfiitti johtaa sivutuotteisiin kytkentäreaktiossa.11,15 
Ennen etanolin lisäystä (esiaktivaation aikana) reaktio seka-anhydridin 7 kautta 
bisasyylifosfiitiksi 8 on nopea.15 Bisasyylifosfiitti ei ole yhtä reaktiivinen kuin sitä edeltävä 
seka-anhydridi.15 Jos pivaloyylikloridia on reaktioseoksessa ylimäärin, bisasyylifosfiitti voi 
hapettua edelleen yhdisteeksi 9 hitaassa Arbusov-tyyppisessä reaktiossa.11 Vastaava 
hapetusreaktio havaitaan myös muiden kytkentäreagenssien yhteydessä, jolloin reaktio 
tapahtuu bisasyylifosfiitin sijaan trimetafosfiitti-intermediaatin kautta.16 Nämä 
hapetusreaktiot käsitellään seuraavassa kappaleessa. Kun reaktioseokseen lisätään 
esiaktivaation jälkeen etanolia, seka-anhydridin 7 reaktio etanolin kanssa on nopea (20-30 
sek), kun 8:n ja 9:n vastaavat reaktiot tapahtuvat hitaammin (4-5 min ja 1-1.5 h). 15 
Voidaan todeta, että ilman esiaktivaatiota reaktio tuotteeksi 10 on erittäin nopea. 
Esiaktivaatio pidentää reaktion kestoa, koska muodostuu intermediaatteja 8 ja 9, joiden 
reagointi etanolin kanssa kestää kauemmin. Mitä pidempi esiaktivaation kesto on, sitä 
enemmän näitä intermediaatteja ja sivutuotteita ehtii muodostua, jolloin saadaan 
vähemmän haluttua tuotetta 10. Ribonukleosidivetyfosfonaattien tapauksessa steeriset 
tekijät rajoittavat bisasyylifosfiitin ja sitä kautta muodostuvien sivutuotteiden 
syntymistä.17,18 Steeriset tekijät eivät kuitenkaan merkittävästi hidasta 
kytkentäreaktiota.17,18  
Esiaktivaation kineettinen tarkastelu on erityisen tärkeää, sillä kiintokantajalla tehtävissä 
synteeseissä esiaktivaatiota ei teknisistä syistä voida välttää.19 Lähtöaineen ja 




















































yhteydessä seurata 31P-NMR:n avulla, on seka-anhydridin reaktio bisasyylifosfiitiksi.12 
Edellä kuvattu reaktio noudattaa toisen kertaluvun kinetiikkaa seka-anhydridin ja 
pivaloyylikloridin suhteen.12 Pyridiinin kulutus reaktiossa on niin pientä, että 
pyridiinipitoisuus voidaan approksimoida vakioksi. Mikäli käytetään suurta 
pyridiinipitoisuutta, reaktion nopeus kasvaa. Tällöin reaktionopeuden riippuvuus pyridiinin 
konsentraatiosta noudattaa ensimmäisen kertaluvun kinetiikkaa.12 Reaktionopeus riippuu 
myös käytetyn pyridiinijohdannaisen emäksisyydestä (𝑙𝑜𝑔𝑘!"! ∝ 𝑝𝐾!).12 Lineaarinen 
riippuvuus ei kuitenkaan koske steerisesti estyneitä pyridiinijohdannaisia.12 Oletetaan, että 
pyridiinijohdannainen on reaktiossa nukleofiilinen katalyytti ja katalyysi kohdistuu 
pivaloyylikloridiin. Emäskatalyysin oletetaan vaikuttavan reaktioon ionisaation kautta tai 
seka-anhydridin emäskatalyysin avulla. Nukleofiilistä ja emäksistä katalyysiä käsitellään 
tarkemmin kappaleessa 1.2.7.  
Esiaktivaation vaikutus täytyy ottaa huomioon myös silloin, kun 2,4,6-tri-
isopropyylibentseenisulfonyylikloridia (TPS-Cl) käytetään kytkentäreagenssina. 
Nukleosidien välinen diesterisidos muodostuu normaalissa kytkentäreaktiossa nopeasti, 
kun nukleosidivetyfosfonaatin ja areenisulfonyylikloridin muodostama reaktiivinen 
intermediaatti reagoi hydroksyylisen yhdisteen kanssa. Kuten pivaloyylikloridinkin 
tapauksessa, diesterin muodostumista ei tapahdu lähes ollenkaan, mikäli TPS-Cl reagoi 
vetyfosfonaatin kanssa, ennen liitettävän nukleosidin lisäämistä. Tällöin esiaktivaation 
seurauksena muodostuu sellaisia intermediaatteja, jotka eivät enää voi reagoida lisättävän 
alkoholin kanssa. Kun nukleosidivetyfosfonaatin ja TPS-Cl:n välistä reaktiota tutkittiin 





Kuva 3: Monofosfaatin esiaktivaation seurauksena muodostuu trinukleosidimetafosfiittia 16 reaktiossa, 
jonka vaiheita ei ole tarkemmin selitetty. Todennäköisesti 16:n muodostuminen tapahtuu vetyfosfonaatin 
sulfonianhydridin kautta. Koska 16 on huomattavasti lähtöainetta reaktiivisempi, 16 reagoi edelleen TPS-
Cl:n kanssa.16  
Useiden välivaiheiden kautta muodostuu metafosfaattia 23. 23 voi puolestaan reagoida 
lähtöaineen kanssa muodostaen dimeerin 21. Kun reaktiossa on vielä jäljellä lähtöainetta 
15 sekä intermediaattia 16, voidaan NMR:n avulla havaita vain kahta eri reaktiotuotetta: 21 
ja 17. Kun lähtöaine 15 ja erittäin reaktiivinen trinukleosidimetafosfiitti 16 ovat kuluneet 
loppuun, voivat 21 ja 17 reagoida edelleen kytkentäreagenssin kanssa. Tällöin muodostuva 
23 voi reagoida myös fosforitioaatti 17:n kanssa, kun se aiemmassa vaiheessa reagoi vain 
lähtöaineen kanssa. Reaktio johtaa intermediaattiin 18. Koska kyseinen reaktio, on 
verrattain hidas, alkaa 23:a kerääntyä reaktioseokseen. 18 reagoi edelleen, jolloin syntyy 
tetrasubstituoitua pyrofosfaattia 19 ja disubstituoitua pyrofosfaattia 22. Koska 23 on 
kyseisen reaktioreitin stabiilein yhdiste, johtaa intermediaatti 22 lopulta intermediaatin 23 
kertymiseen reaktioseoksessa. Toisaalta 19 voi myös reagoida kloridi-ionin kanssa 
edelleen, kytkentäreagenssin avulla. Tällöin syntyy yhdistettä 20, jota muodostuu myös 













































































































Vetyfosfonaatin hapettuminen hapetusasteelle V (17) edellyttää, että reaktioseoksessa on 
trimetafosfiittia 16.16  Trimetafosfiittia muodostuu vain, mikäli reaktioseoksessa on 
pyridiiniä tai jotain muuta emästä.16  Tässä reaktiossa (ks. kuva 3) hapettimena on 
areenisulfonyylikloridi tai sen reaktiotuotteena muodostuvat areenisulfinyyli- tai 
areenisulfenyylijohdannaiset.16 Vastaava intermediaatin hapetusreaktio havaittiin 
pivaloyylikloridia käytettäessä, kun bisayylifosfiitti reagoi Arbusov-tyyppisessä reaktiossa 
kytkentäreagenssin kanssa.11 Trimetafosfiittia muodostuu myös muita kytkentäreagensseja 
käytettäessä (difenyylifosforyylikloridi (DPCP), bis(2-okso-3-
oksatsolidinyyli)fosfiinikloridi (OXP), 2,4,6-tri-isopropyylibentseenisulfonyylitetratsoli 
(TPS-Tet)).20 Kun esiaktivaation jälkeen (kytkentäreagenssina DPCP, OXP, TPS-Cl tai 
TPS-Tet,) reaktioseokseen lisätään alkoholia, saadaan tuotteena haluttua diesteriä, triesteriä 
ja lähtöainetta.20 Esiaktivaation johdosta tuotteen saanto on pienempi, kun sivureaktiot 
korostuvat. Vastaava ilmiö havaittiin aiemmin pivaloyylikloridin yhteydessä.15 Ilman 
esiaktivaatiota triesteriä ei muodostu lainkaan, joten voidaan päätellä, että näiden 
kytkentäreagenssien tapauksessa trimetafosfiitti ei ole intermediaattina ”normaalissa” 
kytkentäreaktiossa.20  
DPCP:n aktivaatio ei tapahdu asylaation avulla, kuten pivaloyylikloridin tapauksessa, vaan 
fosforylaation kautta. Etyylivetyfosfonaatin aktivaation seurauksena muodostuu 





















































Kuva 4: Etyylivetyfosfonaatin reaktio DPCP:n kanssa, kun liuottimena käytetään kloroformia.21 
Kun alkoholia tai emästä ei ole reaktioseoksessa, esiaktivaation seurauksena muodostuu 
bisdietyylipyrodivetyfosfonaattia 28, difenyylifosfaattia (DPP) ja hieman 
tetrafenyylipyrofosfaattia (TPPP). Intermediaattia 27 ei havaittu 31P-NMR:n avulla, vaikka 
oletettavaa on, että 28 muodostuu intermediaatin 27 kautta. Mikäli DPCP reagoi 
etyylivetyfosfonaatin trietyyliammoniumsuolan kanssa emäksisissä olosuhteissa 
kloroformissa (22 % trietyyliamiini (TEA)), muodostuu intermediaattina trimetafosfiittia.21 
1.2.2 Reaktio alkoholin kanssa 
Vetyfosfonaattimonomeerin ja alkoholin välisen kytkentäreaktion mekanismia on tutkittu 
31P-NMR seurannan avulla. 5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiini 15 
reagoi 3´-O-bentsoyylitymidiinin 31 kanssa liuoksessa, kun aktivaattorina on 
pivaloyylikloridi. Kun liuottimena on pyridiini, lähtöaineet reagoivat kvantitatiivisesti 
diesteriksi.14  
 
Kuva 5: 5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiinin reaktio 3´-O-bentsoyylitymidiinin kanssa 
pivaloyylikloridin katalysoimassa reaktiossa. 14 
Kun reaktio tapahtuu ilman esiaktivaatiota (ks. 1.2.1), yliaktivaation seurauksena 
muodostuvaa bisasyylifosfiitti-intermediaattia tai siitä seuraavia sivutuotteita ei havaita. 
Niinpä bisasyylifosfiitti ei voi olla intermediaattina normaalissa kytkentäreaktiossa 





































jossa happokloridia oli vähän lähtöaineeseen verrattuna. NMR-tulkinnan helpottamiseksi 
malliyhdisteenä käytettiin etyylivetyfosfonaattia. 14 
 
Kuva 6: Kytkentäreaktio pivaloyylikloridin kanssa, kun pivaloyylikloridia on vain pieni ylimäärä. Reaktion 
päätuotteena saadaan seka-anhydridiä 33 ja sivutuotteena vetypyrofosfonaattia 28. Vetypyrofosfonaattia 
muodostuu, kun seka-anhydridi reagoi uudestaan lähtöaineen 26 kanssa. Vetyfosfonaatin lisättäessä 
tuotteiden suhde pysyy vakiona, sillä vetypyrofosfonaatin muodostuminen on tasapainoreaktio.14 
Reaktio onnistuu myös asetonitriilissä (ACN) ilman emäksistä/nukleofiilistä pyridiiniä. 
Tällöin seka-anhydridiä 33 ja vetypyrofosfonaattia 28 muodostuu yhtä paljon. Etanolin 
lisääminen johtaa halutun diesterin ja lähtöaineen muodostumiseen (2:1). Ilman 
nukleofiilistä/emäksistä katalyysiä reaktio etanolin kanssa on kuitenkin huomattavasti 
hitaampi. Pyridiini saa aikaan nukleofiilisen aktivaation, mutta johtaa myös nopeampaan 
bisasyylifosfiitin muodostumiseen. Tutkimuksen perusteella voidaan olettaa, että 
vetyfosfonaattiasyylianhydridi 33 (seka-anhydridi) on merkittävin reaktiivinen 
intermediaatti vetyfosfonaattidiesterin synteesissä. Myös muiden kytkentäreagenssien 
tapauksessa (TPS-Cl, TPS-Tet, OXP) voidaan päätellä, että seka-anhydridi toimii 
reaktiivisena intermediaattina.20 Ideaalit olosuhteet kytkentäreaktiolle ovat sellaiset, että 
kytkentäreagenssi lisätään reaktioseokseen viimeisenä, jolloin nopea kytkentäreaktio johtaa 
halutun diesterin muodostumiseen ja esiaktivaatiota ei ehdi tapahtua. Liuottimena 
kannattaa käyttää asetonitriiliä, jossa on katalyyttinen määrä pyridiiniä. Tällöin 
bisasyylifosfiitin kautta muodostuvien sivutuotteiden määrä minimoituu. Pyridiini voidaan 
myös korvata esimerkiksi kinoliinilla, joka ei ole yhtä emäksinen kuin pyridiini.15 Tällöin 
kinoliini toimii nukleofiilisenä katalyyttinä, mutta ei aktivoi bisasyylifosfiitin 
muodostumista kuten pyridiini. Kun liuottimena on asetonitriili-kinoliini (4:1)-liuos ja 
kytkentäreagenssina pivaloyylikloridi, vetyfosfonaattimonoesterin ja etanolin välinen 
kytkentäreaktio tapahtuu 30 sekunnissa liuoksessa ja 1.5-2 minuutissa kiintokantajalla.15 





































DPCP-kytkentäreagenssia on tutkittu 2´-deoksiribovetyfosfonaatin ja suojatun nukleosidin 
5´-OH:n välisessä reaktiossa. Vetyfosfonaattidiesterin muodostumista rajoittaa kaksi 
sivureaktiota: yliaktivaatio, joka johtaa triesterin muodostumiseen sekä nukleosidin 5´-
OH:n fosforylaatio.21 
 
Kuva 7: Vetyfosfonaatin ja nukleosidin 5´-OH:n välinen kytkentäreaktio, kun kytkentäreagenssina käytetään 
difenyyliklorofosfaattia. Kuvassa näkyy myös kilpailevat sivureaktiot. Triesterin 36 muodostumisen voidaan 
ajatella tapahtuvan diesterituotteen 35 aktivaation kautta tai monoesteristä 3 aktivoidun välituotteen 
kautta.21 
DPCP:n tapauksessa monoesterin aktivaatio tapahtuu fosforylaation kautta, kuten jo 
aiemmin todettiin. Seuraavassa kuvassa on esitetty monoesterin aktivaatio ilman emästä, 





























































Kuva 8: Etyylivetyfosfonaatin 26 reaktio DPCP:n kanssa, kun liuottimena on kloroformi. Kuvassa näkyy 
myös reaktio tetrahydrofurfuryylialkoholin kanssa.21 
Kun reaktiossa käytetään alkoholiylimäärää, saadaan tuotteena haluttua diesteriä 39 sekä 
etyylivetyfosfonaattia. Tämä viittaa siihen, että kytkentäreaktiossa alkoholin kanssa 
aktiivinen intermediaatti on 28 eikä 27, kuten nähdään seuraavasta kuvasta.21 
 
Kuva 9: Havaitut reaktiotuotteet ja oletettu reaktio, kun kytkentäreaktio tapahtuu esiaktivaation jälkeen 
alkoholiylimäärän avulla.21 
Reaktiokineettisten mittausten aikana on havaittu, että etyylivetyfosfonaatin 31P-NMR-
siirtymät vaeltavat alemmalle kentälle 4.5 ppm:stä 6.7 ppm:ään. Tulos voidaan selittää 
siten, että reaktion aikana vetyfosfonaattilähtöaine muuttuu anionisesta neutraaliksi. Tämä 
kertoo happamuuden muutoksesta reaktioseoksessa, joka voidaan selittää vahvemman 





































































































seurauksena sen reaktiivisuus DPCP:n kanssa vähenee. Intermediaattien (28 ja 27) välillä 
on seuraavan kuvan mukainen tasapaino.21 
 
Kuva 10: Intermediaattien 28 ja 27 välinen tasapainoreaktio.21 
Intermediaatti 28 on stabiilimpi eri liuottimissa verrattuna intermediaattiin 27, mutta 
liuottimen vaikutus tasapainoreaktioon on pieni. Etyylivetyfosfonaatin aktivaatio tapahtuu 
intermediaatin 28 kautta, kun emästä ei ole läsnä. Tällöin reaktiossa alkoholin kanssa ei 
synny sivureaktioiden kautta triesteriä tai fosforyloitua alkoholia.21 
Kun DPCP reagoi etyylivetyfosfonaatin trietyyliammoniumsuolan kanssa kloroformissa, 
joka sisältää 22 % TEA, muodostuu trimetafostiittia. Trimetafosfiitin hydrolyysin kautta 
syntyy etyylivetyfosfonaattia ja alkoholyysissä etyylivetyfosfonaattia, 
vetyfosfonaattidiesteriä sekä fosfiittitriesteriä. Voidaan päätellä, että alkoholi reagoi 
mielummin P(III):n kuin P(V):n kanssa, sillä P(V):n reaktiossa ei muodostu lainkaan  
triestereitä.21 
Kun vetyfosfonaattimonomeeri reagoi kytkentäreaktolla aminoalkoholin kanssa 
standardioloissa (ei esiaktivaatiota), reaktio on kemoselektiivinen seuraavan kuvan 
mukaisesti.8 
 
















































Kemoselektiivisyys tarkoittaa sitä, että vain aminoalkoholin hydroksyyliryhmä reagoi 
vetyfosfonaatin kanssa ja P-N-sidoksia ei 31P-NMR:n perusteella muodostu. Tämä kertoo 
reaktiivisen yhdisteen luonteesta, sillä se reagoi spesifisti alkoholin kanssa, joka on 
kovempi nukleofiili kuin amiini. 
1.2.3 Sivureaktiot: diesterin P-H -sidoksen reagoiminen 
Nukleosidien välinen vetyfosfonaattisidos voi reagoida hitaasti pivaloyylikloridin kanssa, 
kun kytkentäreagenssia on seoksessa ylimäärin. Yliaktivaation seurauksena tapahtuu 
seuraava reaktio.10 
 
Kuva 12: Vetyfosfonaattidiesterin reaktio kytkentäreagenssin kanssa. Reaktio tapahtuu hitaasti. Lähtöaine 
reagoi tuotteeksi lähes täydellisesti, kun reaktioaika on 15 tuntia lämpötilan ollessa 20 oC  Konversio 
havaitaan 31P-NMR-seurannan avulla.10 Vahvan nukleofiilisen katalyytin (esim. 4-N,N-
dimetyyliaminopyridiini (DMAP)) lisääminen reaktioseokseen johtaa P-H-sidoksen suurempaan 
reaktiivisuuteen.4  
Asyylifosfonaatit hydrolysoituvat takaisin vetyfosfonaateiksi oligonukleotidien emäksisen 
käsittelyn yhteydessä. Kyseisissä olosuhteissa tämä aiheuttaa diesterisidoksen 
katkeamisen. Deoksiribonukleosidivetyfosfonaattien tapauksessa P-asylaatiota voidaan 
vähentää käyttämällä vähemmän emäksistä pyridiinijohdannaista (esim. kinoliini). 
Diesterin P-asylaatiota ei yleensä tapahdu ribonukleosidivetyfosfonaattien tapauksessa. 
Tämä johtuu siitä, että suojattu 2´-OH-ryhmä aikaansaa steerisen esteen, jolloin asylaatiota 







































5´-O-DMT-T-3´-vetyfosfonaatti reagoi suojatun nukleosidin kanssa pyridiinissä, kun 
kytkentäreagenssina käytetään aryylisulfonyylijohdannaista (TPS-Cl, 
bentseenisulfonyylikloridi (BS-Cl), TPS-Tet). TPS-Cl:n kohdalla ei diesterin P-H-sidoksen 
reaktiivisuutta havaita. Reaktiossa muodostuu pelkästään vetyfosfonaattidiesteriä, eikä 
myöskään monoesterin hapetustuotteita reaktioseoksessa muodostu. Voidaan oletettaa, että 
vetyfosfonaatin ja nukleosidin välinen kytkentäreaktio tapahtuu huomattavasti nopeammin 
monoesterin hapettumiseen verrattuna. Kun TPS-Cl:a käytetään reaktiossa 5 ekv 
muodostuu ensin pelkästään vetyfosfonaattidiesteriä nopeassa reaktiossa. 
Kytkentäreagenssia lisättäessä (5 ekv), 40 % vetyfosfonaattidiesteristä hapettuu edelleen. 
31P-NMR-analyysin perusteella hapetuksen seurauksena saadaan seuraavat tuotteet.4 
 
Kuva 13: Vetyfosfonaattidiesterin hapettumisen seurauksena muodostuvat reaktiotuotteet, kun 
kytkentäreagenssina on TPS-Cl. Vastaava ilmiö havaitaan myös muiden aryylisulfonyylijohdannaisten 
kanssa (BS-Cl ja TPS-Tet). TPS-Tet:n (10 ekv) tapauksessa tunnin kuluttua vetyfosfonaattidiesteri on 
hapettunut kokonaan yhdisteiksi 45 ja 47.4 
Emäksen lisääminen (N-metyyili-imidatsoli tai trietyyliamiini (10 ekv)) ei vaikuta niinkään 
kytkentäreaktioon, vaan se nopeuttaa monoesterin ja diesterin hapettumista huomattavasti. 
Vahvan emäksen tapauksessa (TEA), lähtöaineen ja tuotteen hapetusnopeudet ovat jo niin 
suuret, että ne kilpailevat kytkentäreaktion kanssa. Tästä voidaan päätellä, että 
vetyfosfonaattidiesterin deprotonaatio on hapetuksen nopeutta rajoittava vaihe.4   
Areenisulfonyylijohdannaiset, difenyylikloorifosfaatti ja pivaloyylikloridi ovat niin 
reaktiivisia, että niiden reaktioiden nopeuksissa ei havaita eroa liuoksessa. Suuri 
reaktiivisuus johtaa myös P-H-sidoksen aktivaatioon ja mahdollisiin sivutuotteisiin. Siksi 
on pyritty löytämään reaktiivisuudeltaan optimaalisempi aktivaattori kytkentäreaktioon. 
Hydroksibentsotriatsoli, pentakloorifenyyliesterit, pivaliinianhydridi ja 
tetrafenyylipyrofosfaatti eivät ole tarpeeksi reaktiivisia. Pivaloyylitetratsolit ovat tarpeeksi 
reaktiivisia, mutta niiden reaktiivisuus on riippuvainen käytetystä liuottimesta. Seuraavassa 




















Kuva 14: Monoesterin ja 3´-O-bentsoyylitymidiinin reaktio, kun kytkentäreagenssina on pivaloyylitetratsoli. 
Reaktioissa monoesteriä ja 3´-O-bentsoyylitymidiininiä käytetään ekvimolaariset määrät ja 
kytkentäreagenssia a)-c) 5 ekv.22 
Kun liottimena on py:ACN-liuos (1:1) tai pyridiini, lähtöaineet reagoivat halutuksi 
tuotteeksi nopeassa (2-3 min) reaktiossa. Asetonitriilissä reaktio on hitaampi ja 
reaktionopeuden pieneneminen on merkittävintä, kun R1=2-pyridyyli (b>c>a). Mikään 
reaktioista ei ole stereoselektiivinen. Sivutuotetta 44 muodostuu, kun tuote reagoi 
kytkentäreagenssin kanssa edelleen. Sivutuottetta muodostuu pivaloyylitetratsolien 
yhteydessä enemmän pivaloyylikloridiin verrattuna. Näin ollen pivaloyylitetratsolit eivät 
tarjoa merkittäviä hyötyjä oligonukleotidisynteesissä pivaloyylikloridiin verrattuna.22  
Koska on havaittu, että kloorifosfaatit (DPCP, OXP) eivät reagoi diesterin P-H-sidoksen 
kanssa, joukko kloorifosfaatteja on otettu tarkempaan tutkimukseen.4 Monoesterin ja 3´-O-
bentsoyylitymidiinin reaktiossa kokeiltiin seuraavia kytkentäreagensseja: 
dietyyliklorofosfaatti (DECP), DPCP, OXP, 2-kloori-5,5-dimetyyli-1,3,2-
dioksafosforinaani-2-oksidi (NEP-Cl). Kun kloorifosfaatit reagoivat 3´-O-
bentsoyylitymidiinin kanssa pyridiinissä, reagenssien suhteelliset 
fosforylaatioreaktiivisuudet ovat seuraavat: DECP>DPCP>>NEP-Cl>OXP. 
Kytkentäreaktiossa DPCP ja NEP-Cl reagoivat noin 2 min reaktiossa, kun OXP:n 
reagoidessa reaktioaika on 3-4 min. Kytkentäreaktion sivutuotteita ei havaita, vaikka 31P-
NMR mitataan 14 h kuluttua reaktion käynnistämisestä. Edellisen perusteella voidaan 
todeta, että OXP ja NEP-Cl ovat potentiaalisia kytkentäreagensseja liuoksessa, sillä 
sivutuotteiden määrä jää pienemmäksi pivaloyylikloridiin verrattuna. Myös reaktiivisuus 


























































Diesterin P-H-sidoksen asetyloituminen voidaan välttää, kun vetyfosfonaatti suojataan S-
aryylifosforotioaattitriesterinä23. Tämä johtuu siitä, että kyseiset triesterit ovat 
huomattavasti stabiilimpia emäksisissä olosuhteissa kuin vetyfosfonaattidiesterit. S-
aryylifosforitioaattitriesterien reaktio fosfodiestereiksi onnistuu helposti jatkoreaktion 
avulla. Pivaloyylikloridi on potentiaalinen kytkentäreagenssi tässä tapauksessa. Sen 
ongelmana on kuitenkin se, että vetyfosfonaattidiesterien P-H-sidos voi reagoida 
pivaloyylikloridin kanssa edelleen, jolloin ei päästä haluttuun tuotteeseen. Useista 
kokeilluista kytkentäreagensseista bis(2-kloorifenyyli)fosforokloridaattia 51 käyttämällä 
saavutetaan parhaat tulokset. Kyseisen kytkentäreagenssin avulla ei havaita sivutuotteita ja 
kytkentäreaktion reaktioaika on 5-10 min, kun reaktiolämpötila on -40 oC. Reaktio on 
esitetty seuraavassa kuvassa.24  
 
Kuva 15: 1) 6-N-bentsoyyli-(4, 4´-dimetoksitrityyli)-2´deoksiadenosiini-3´-vetyfosfonaatin ja 4-N-bentsoyyli-
3´-O-levulinoyyli-2´deoksisytidiinin (1.2 ekv) kytkentäreaktio, jossa kytkentäreagenssina käytetään bis(2-
kloorifenyyli)fosforokloridaattia. Liuottimena reaktiossa on pyridiinin ja dikloorimetaanin seos, kun 
reaktiolämpötila on 40 oC. Kytkentäreaktion reaktioaika on 5-10 min. 2) Kytkentäreaktion jälkeen 
reaktioseokseen lisätään 2-(4-kloorifenyylisulfanyyli)-isoindoli-1,3-(2H)-dionia (2 ekv). Reaktiolämpötila on 
40 oC ja kytkentäreagenssia käytetään 3 ekv. 3) DMT-suojaus poistetaan lisäämällä reaktioseokseen 






























































S-(4-kloorifenyyli)fosforotioaattitriesterisidos voidaan jatkoreaktiossa muuttaa 
fosfodiesterisidokseksi. Oligonukleotidin 5´-OH:n asetyloinnin jälkeen oligonukleotidin 
annetaan reagoida E-2-nitrobentsaldoksimin ja N1, N1, N3, N3-tetrametyyliguanidiinin 
kanssa. Kyseistä menetelmää voidaan käyttää myös sellaisten oligonukleotidien 
valmistukseen, jotka sisältävät sekä tavallisia fosfodiesterisidoksia, että 
fosforotioaattidiesterisidoksia nukleotidien välillä. Näin voidaan tehdä, kun tuote 50 reagoi 
kytkentäreaktiolla uuden liitettävän nukleosidin kanssa niin, että 2-(4-
kloorifenyylisulfanyyli)-isoindoli-1,3-(2H)-dionin sijaan lisätäänkin reaktioseokseen 4-[(2-
syanoetyyli)sulfanyyli]morfoliini-3,5-dionia.24  
 
Kuva 16: 1) Kytkentäreaktio kuten edellä. 2) Kytkentäreaktion jälkeen reaktioseokseen lisätään 4-[(2-
syanoetyyli)sulfanyyli]morfoliini-3,5-dionia (2 ekv). Reaktiolämpötila on 40 oC ja kytkentäreagenssia 
käytetään 3 ekv. 3) DMT-suojaus poistetaan lisäämällä reaktioseokseen suolahappoa reaktiolämpötilan 
ollessa 50  oC. Tuotteen saanto on 96 %.24 
Kun halutaan poistaa vain S-2-syanoetyyliryhmät eikä S-4-kloorifenyyliryhmiä, käsitellään 













































































jälkeen S-2-syanoetyyliryhmät poistetaan lisäämällä 1,8-diatsabisykloundek-7-eeni (DBU), 
kun liuottimena on kuiva pyridiini.24 
1.2.4 Sivureaktiot: emäksen aminoryhmän reagoiminen 
Yleensä DNA-synteesissä käytetään nukleotidejä, joiden aminoryhmät on suojattu 
emäslabiileilla suojaryhmillä. Vetyfosfonaattikemiassa voidaan käyttää myös 
suojaamattomia emäksiä. Kun emästen aminoryhmiä ei ole suojattu, ne voivat reagoida 
aktivoidun monomeerin tai kytkentäreagenssin kanssa. Kuten pivaloyylikloridin 
tapauksessa aiemmin todettiin, aktivoitu monomeeri reagoi selektiivisesti aminoalkoholin 
hyroksyyliryhmän kanssa.8 Näin ollen on todennäköistä, että aktivoitu monomeeri ei reagoi 
emäksen aminoryhmän kanssa, mikäli alkoholia on läsnä reaktioseoksessa. Sytosiini ja 
guaniini puolestaan reagoivat suoraan kytkentäreagenssin kanssa (Piv-Cl tai 
adamantoyylikloridi (Ada-Cl)).25 Pivaloyylikloridin tapauksessa guaniini reagoi 
kytkentäreagenssin kanssa, kun liuottimena on pyridiini.4 Reaktio johtaa guaniinitähteen 
O6-asylaatioon.4 Asylaation purkaminen tapahtuu hitaasti vesi-pyridiini-hydrolyysin 
avulla.4 Reaktio nopeutuu emäksisissä olosuhteissa. Guaniinin asylaatio voidaan purkaa 
ammoniakin avulla suojaryhmien poiston yhteydessä.4 Tällöin ylimääräisiä reaktiovaiheita 
ei tarvita guaniinitähteiden asylaation takia. Kun samaisessa reaktiossa 
kytkentäreagenssina käytetään DPCP:a (3 ekv) havaitaan guanosiinin O6-fosforylaatiota.4 
Fosforylaatio voidaan purkaa hydrolyysin avulla takaisin lähtötilanteeseen.4 Kun OXP on 
kytkentäreagenssina, vastaavaa fosforylaatiota ei tapahdu lainkaan ja tuotteena saadaan 
vetyfosfonaattidiesteriä.4 Näin ollen OXP vaikuttaa hyvältä vaihtoehdolta 
kytkentäreaktioon sivureaktioita ajatellen. Koska asylaation purkaminen onnistuu helposti 
emäksisellä käsittelyllä ilman ylimääräisiä työvaiheita, voidaan oligonukleotidisynteesiä 
tehdä vetyfosfonaattimenetelmällä suojaamattomien nukleotidien avulla.25 Menetelmän 
tutkimiseksi valmistettiin lyhyitä oligonukleotidiketjuja, joiden emästen aminoryhmät 
olivat suojaamattomia. Vertailun vuoksi valmistettiin myös oligonukleotideja, joiden 
emästen aminoryhmät oli suojattu dimetyyliaminometyleenillä. Synteesin jälkeen 
molemmat oligonukleotidiketjut hapetettiin ja käsiteltiin ammoniakilla. Kromatografisesti 
ei havaita eroa suojattuja tai suojaamattomia monomeerejä käytettäessä, joten 
suojaamattomien amonoryhmien käyttö synteesissä on mahdollista.25 Mikäli syntetisoitava 
oligonukleotidi ei kestä ammonolyysiä, täytyy käyttää 




kaikkein hyödyllisintä adenosiinin tapauksessa. Tämä johtuu siitä, että adenosiinin 
suojaamaton aminoryhmä johtaa stabiilimpaan glykosidisidokseen, kun verrataan 
suojattuun N-bentsoyylijohdannaiseen.25 Mikäli syntetisoitava oligonukleotidi on erityisen 
herkkä hajoamaan emäksissä olosuhteissa, tarvitaan menetelmä, jossa ei käytetä 
emäslabiilia aminosuojausta eikä ammonolyysiä. 3´,5´-O-suojattu 2´-deoksiadenosiini, 2´-
deoksiguanosiini ja 2´-deoksisytidiini, (joiden aminoryhmät on vapaina) reagoi tymidiini-
3´-vetyfosfonaatin kanssa (10 ekv) pivaloyylikloridin (50 ekv) avulla.26 2´-
deoksiguanosiinin ja 2´-deoksisytidiinin tapauksessa reaktiossa muodostuu ainoastaan N-
asyloituja tuotteita.26 Deoksiadenosiinin tapauksessa muodostuu sekä N-asyloituja että N-
fosfityloituja reaktiotuotteita.26 Tämä johtuu siitä, että aktivoitu monomeeri reagoi 
deoksiadenosiinin kanssa. Niinpä pyritään löytämään vaihtoehtoinen kytkentäreagenssi, 
joka ei reagoi vapaiden aminoryhmien kanssa. Seuraavassa kuvassa on esitetty 
tutkimuksessa käytettyjen kytkentäreagenssien rakenteita.  
 
Kuva 17: Näiden reagenssien avulla pyritään löytämään kytkentäreagenssi, joka ei reagoi emästen 
suojaamattomien aminoryhmien kanssa. Parhaaksi ja monipuolisimmaksi vaihtoehdoksi osoittautuu 
BOMP.26 
OXP-kytkentäreagenssi ei reagoi vapaiden aminoryhmien kanssa. Kun käytetään suurta 
ylimäärää vetyfosfonaattia, kytkentäreagenssilla aktivoitu monomeeri reagoi jonkin verran 
deoksiadenosiinin ja deoksisytidiinin vapaiden aminoryhmien kanssa. 1,3-dimetyyli-2-
kloori-imidatsoliumkloridin27 tapauksessa aktivoitu vetyfosfonaattimonomeeri reagoi 
emäsosien vapaiden aminoryhmien kanssa, joten se ei sovellu kytkentäreagenssiksi 
reaktioon. Halofosfoniumyhdisteitä28,29 ei myöskään voi käyttää reaktiossa. (Bentsotriatso-
1-lyylioksi)karbonium- ja fosfoniumreagenssit eivät puolestaan reagoi emästen vapaiden 
aminoryhmien kanssa. Niiden reaktiossa muodostuvat aktivoidut 














































ollen tutkimusta jatketaan N,N,N′,N′-tetrametyyli-O-(1H-bentsotriatsol-1-yyli)uronium 
heksafluorofosfaatti (HBTU)- ja N-[Oksotris(dimetyyliamino)fosfonium] 
bentsotriatsoliheksafluorifosfaatti (BOP)-kytkentäreagenssien (5 ekv) avulla.26  
Vetyfosfonaattimonomeerin reaktiota 3´-O-fenoksiasetyylitymidiinin (2 ekv) kanssa 
seurataan  31P-NMR:n avulla, kun liuottimena on CD3CN-pyridiini (1:1)-liuos. 31P-NMR:n 
avulla epästabiilien intermediaattien havaitseminen onnistuu paremmin kuin esimerkiksi 
ohutkerroskromatografian (TLC) tai korkean erotuskyvyn nestekromatografian (HPLC) 
avulla. Kummankin kytkentäreagenssin tapauksessa reaktio on hidas. Elektroneja 
puoleensa vetävän ryhmän liittäminen bentsotriatsyyliin nopeuttaa kytkentäreaktiota. 
Tehokkain kytkentäreagenssi saadaan fosfoniumreagenssista: 2-(bentsotriatso-1-yylioksi)-
1,3-dimetyyli-2-pyrrolidi-1-nyyli-1,3,2-diatsafosfolidiniumheksafluorofosfaatti (BOMP). 
Myös syklinen karboniumyhdiste (bentsotriatso-1-yylioksi)-1,3-dimetyyli-
imidatsolidiniumheksafluorifosfaatti (BOI) antaa lupaavia tuloksia. BOI:n käytössä 
ongelmana on kytkentäreagenssin huono liukoisuus pyridiiniin. Pyridiinillä on muutenkin 
suuri merkitys kytkentäreaktiossa. Kun liuottimena on asetonitriili ilman pyriniiniä, reaktio 
tapahtuu hyvin hitaasti. N-metyyli-imidatsolin lisääminen reaktioseokseen nopeuttaa 
reaktiota. 31P-NMR-tulosten perusteella diesterin muodostuminen onnistuu BOMP:n avulla 
ilman sivureaktioita niin, että emästen aminoryhmät pysyvät muuttumattomina. Näin ollen 
BOMP:n avulla voidaan valmistaa oligonukleotidejä, jotka eivät kestä aminoryhmien 
suojauksen poistoa tai pivaloyylikloridin tapauksessa välttämätöntä ammonolyysiä. 
Reaktio onnistuu myös kiintokantajalla, kun käytetään oksalyylilinkkeriä ja ristisilloitettua 
polystyreeniä (HCP).26 
1.2.5 Sivureaktiot: alkoholin vapaan hydroksyyliryhmän reagoiminen 
Pivaloyylikloridin ja vapaan hydroksyyliryhmän asyloitumisreaktion kineettisten 
mittausten perusteella on havaittu, että reaktio noudattaa ensimmäistä kertalukua sekä 
pyridiinin että 3´-O-(4-metoksitrifenyyli)tymidiinin konsentraation suhteen, kun muita 





Kuva 18: Sivureaktio, jossa 5´-OH-ryhmä reagoi kytkentäreagenssin kanssa.12 
Pyridiinijohdannainen osallistuu reaktiossa nukleofiiliseen katalyysiin, joten steerisesti 
rajoittuneet pyridiinijohdannaiset aiheuttavat huomattavasti hitaamman reaktion.12 
Reaktionopeuden riippuvuus pyridiinin emäksisyydestä ei ole niin merkittävää kuin 
bisasyylifosfiitin muodostumisen tapauksessa.12 Fosfotriesterimenetelmässä ongelmana on 
mm. kytkentäreagenssin reagoiminen nukleosidin vapaan hydroksyyliryhmän kanssa.4 
Tämä johtaa aryylisulfonyylijohdannaisten tapauksessa sulfonaatioon. Yleensä nämä 
reaktiot ovat niin hitaita kytkentäreaktioon verrattuna, että niiden vaikutus on pieni.4 Tämä 
korostuu vielä enemmän vetyfosfonaattimenetelmässä, jossa halutun kytkentäreaktion 
nopeus on vieläkin suurempi fosfotriesterimenetelmään verrattuna. Näin ollen nämä 
sivureaktiot voidaan käytännössä useimpien reaktioiden kohdalla jättää huomiotta, 
varsinkin jos synteesi tehdään liuoksessa.4 Tilanne on toinen DPCP:n ja fosforylaation 
tapauksessa. Tällöin sivureaktiot eivät aiheuta ongelmia, kun reaktio toteutetaan ilman 
emäksistä katalyysiä.21 Kun reaktioseokseen lisätään emästä, kytkentäreaktion nopeus 
kasvaa, mutta myös vapaan hydroksyyliryhmän fosforylaatio nopeutuu.21 31P-NMR-
spektroskopian avulla havaitaan, että aluksi DPCP (1:1) ei reagoi bentsyylialkoholin 
kanssa. 21 Kun reaktioseokseen lisätään 1 ekv pyridiiniä, DPCP reagoi 
bentsyylidifenyylifosfaatiksi. Mikäli vettä on läsnä reaktioseoksessa, muodostuu myös 
DPP:a sekä TPPP:a. 21 Tetrahydrofurfuryylin fosforylaatio tapahtuu seuraavan kuvan 
mukaisesti.21 
 





































Konduktanssimittausten perusteella voidaan todeta, että DPCP:n alkoholyysi tapahtuu 
huomattavasti hitaammin kuin hydrolyysi silloin, kun emästä ei käytetä reaktioseoksessa.21 
Emäksen käyttäminen kuitenkin nopeuttaa haluttua kytkentäreaktiota. Kun 
dietyylivetyfosfonaattisynteesin avulla löydettyjä optimaalisia reagenssimääriä käytetään 
DMT-dA-Bz-vetyfosfonaattitrietyyliammoniumsuolan ja HO-dC-Bz-OLev:in välisessä 
kytkentäreaktiossa (dimetyyliformamidi (DMF)/25OC/DPCP/py), on reaktio nopea ja vain 
haluttua diesterituotetta havaitaan NMR:n avulla. Reaktion saanto on tällöin 99 %. 
Pyridiini toimii reaktiossa nukleofiilisen ja/tai emäksisen katalyysin avulla. Pyridiinin 
roolia on käsitelty tarkemmin kappaleessa 1.2.7.21 
1.2.6 Sivureaktioiden minimointi 
Tärkein informaatio, joka sivureaktioiden kineettisestä tarkastelusta saadaan on se, että 
kytkentäreaktion olosuhteita voidaan optimoida niin, että sivureaktioiden vaikutus on 
mahdollisimman pieni. Sekä vapaan hydroksyyliryhmän reagoiminen, että yliaktivaatio 
riippuvat pivaloyylikloridin ja pyridiinijohdannaisen konsentraatiosta, sekä 
pyridiinijohdannaisen emäksisyydestä. Kun käytetyn pyridiinijohdannaisen 𝑝𝐾! < 4.8, 3´-
O-(4-metoksitrifenyyli)tymidiinin ja seka-anhydridin välinen kytkentäreaktio riippuu vain 
vähän käytetyn pyridiinijohdannaisen emäksisyydestä. Vastaavissa oloissa 
bisasyylifosfiitin muodostumisen nopeus riippuu huomattavasti enemmän käytetyn 
pyridiinijohdannaisen emäksisyydestä. Vähemmän emäksinen pyridiinijohdannainen 
hidastaa bisasyylifosfiitin muodostumista haluttuun kytkentäreaktioon verrattuna. 5´-O-
asylaation riippuvuus emäksen 𝑝𝐾!:sta on samaa luokkaa kuin kytkentäreaktiolla, silloin 
kun 𝑝𝐾! < 4.8. Näissä oloissa kytkentäreaktion nopeus on lähes riippumaton 
pivaloyylikloridin konsentraatiosta. 5´-O-asylaation nopuden riippuvuus pivaloyylikloridin 
konsentraatiosta on tällöin kuitenkin huomattavaa. Molemmat sivureaktiot saadaan 
minimoitua, kun pyridiinijohdannaisen 𝑝𝐾! < 4.8 ja käytetään alhaista 
pivaloyylikloridikonsentraatiota. 12 
1.2.7 Nukleofiilinen ja emäksinen katalyysi 
Emäksinen katalyysi nopeuttaa kytkentäreaktiota. Myös bisasyylifosfiitin muodostuminen 
on emäksen katalysoima reaktio, joten sitä muodostuu huomattavasti enemmän pyridiinin 
(pKa=5.25) tai 4-metoksipyridiinin (pKa=6.62)  kanssa kuin esim. kinoliinia (pKa=4.87) tai 




halutun diesterin 10 muodostumista. Kyseinen reaktio tapahtuu nopeammin kinoliinin ja 
pyridiinin avulla kuin N,N-dimetyylianiliinin (DMA) kanssa, vaikka DMA on 
emäksisempi kuin kinoliini ja happamampi kuin pyridiini. Tämä on selitetty siten, että 
kinoliini ja pyridiini kykenevät nukleofiiliseen katalyysiin, jolloin muodostuu erittäin 
reaktiivista intermediaattia 13. Tällöin haluttua tuotetta 10 muodostuu välituotteen 13 
reagoidessa nopeassa reaktiossa ja bisasyylifosfiittia ei ehdi muodostua. Selitys kaipaa 
lisätarkastelua, sillä kyseistä intermediaattia 13 ei voida havaita 31P-NMR-tutkimuksissa. 
Kinoliini osoittautuu hyväksi katalyytiksi vertailussa, sillä se toimii nukleofiilisenä 
katalyyttinä, mutta ei ole yhtä emäksinen kuin pyridiini. Voimakkaammat nukleofiiliset 
katalyytit, kuten 1-metyyli-imidatsoli (pKa=7.3) tai DMAP eivät tehosta halutun tuotteen 
10 muodostumista. Reagenssit katalysoivat myös Arbusov-tyyppistä hapetusreaktiota, 
jolloin tuotteen saanto pienenee. Myös 4-N,N-dimetyyliaminopyridiini-N-oksidin 
(pKa=3.88) tapauksessa oletettiin, että tuotteen huono saanto johtui vähemmän reaktiivisen 
intermediaatin 14 muodotumisesta. Mielestäni tämä vaatii lisäselvitystä, sillä pKa:n 
perusteella emäskatalyysin ei pitäisi olla yhtä merkittävää kuin 1-metyyli-imidatsolin tai 
DMAP:n tapauksessa. Emäksisen ja nukleofiilisen katalyysin vaikutus on ilmeistä, joten 
katalyysiä on syytä tutkia tarkemmin.15 
Pyridiiniä käytetään usein katalyyttinä kytkentäreaktiossa, joten sen katalyyttiset 
ominaisuudet vaativat erityistä tarkastelua. Seuraavaksi käsittelen pivaloyylikloridin 
katalysoiman vetyfosfonaattikytkentäreaktion kinetiikkaa, kun katalyyttinä käytetään eri 
pyridiinijohdannaisia. Kuten aiemmin todettiin, myös sivureaktiot ovat riippuvaisia 
käytetystä pyridiinijohdannaisesta. 2´5´-bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)uridiini-3´-
vetyfosfonaatti (1 ekv) reagoi 3´-O-(4-metoksitrityyli)tymidiinin (1 ekv) kanssa, kun 
kytkentäreagenssina on pivaloyylikloridi (3 ekv). Kun liuottimena on pyridiini tai 
asetonitriili/pyridiini-liuos (3:1), reaktio on liian nopea 31P-NMR:llä seurattavaksi. 
Reaktion nopeutta hidastetaan käyttämällä liuottimena asetonitriiliä, joka sisältää 10 tai 20 
ekv pyridiinijohdannaista. Lähtöaine vetyfosfonaatti reagoi pivaloyylikloridin kanssa 





Kuva 20: Seka-anhydridin reaktio OH-ryhmän kanssa pyridiinijohdannaisen (py) katalysoimassa 
reaktiossa.19 
Reaktiotuotteen lisäksi muododostuu pyridiniumpivalaattia. Pyridiniumpivalaatin reaktion 
tasapaino asetonitriilissä on pyridiinin ja pivaliinihapon puolella, jolloin pyridiinin 
konsentraatio voidaan approksimoida vakioksi. Seka-anhydridin katoamisnopeus riippuu 
käytetyn pyridiinin konsentraatiosta. Suurempi nopeus saavutetaan suuremmalla pyridiinin 
konsentraatiolla. Trendi havaittiin kaikkien käytettyjen pyridiinijohdannaisten kohdalla, 
pyridiinijohdannaisen pKa-arvosta riippumatta. Myös alkoholin konsentraatio vaikuttaa 
reaktionopeuteen. Suurempi alkoholikonsentraatio saa aikaan nopeamman reaktion. Mikäli 
reaktio seka-anhydridistä 58 tuotteeksi 60 tapahuu pyridiniumadduktin 59 kautta, 
pivalaatti-ionin konsentraatio vaikuttaisi tuotteen muodostumisnopeuteen. Tätä tutkittiin 
lisäämällä reaktioon pivaliinihappoa. Pivaliinihapon lisäys siirtää reaktion tasapainoa, 
jolloin pivalaatti-ionin määrä reaktioseoksessa kasvaa. Tämä hidastaa seka-anhydridin 
reaktiota tuotteiksi. Näin ollen voidaan päätellä, että reaktiossa on ainakin yksi 
intermediaatti.19 
Oletetaan, että kyseinen intermediaatti on nukleofiilisestä katalyysistä seuraava 
pyridiniumaddukti 59. Intermediaattia 59 on reaktiossa pieni konsentraatio, joten vakiotila-



















































 −𝑑 𝟓𝟖𝑑𝑡 = 𝑘!´𝑘! 𝟓𝟖 𝟓𝟓 / 𝑘!! 𝑃𝑖𝑣𝑂! + 𝑘! 𝟓𝟓  ( 1) 
Kun 58:n ja 55:n konsentraatioiden suhde reaktiossa on 1:1, reaktio noudattaa toisen 
kertaluvun kinetiikkaa 1/ 𝟓𝟖 ∝ 𝑡 . Kun lähtöaineiden konsentraatioiden suhde on 1:1, 
oletuksena on, että termi 𝑘! 𝟓𝟓 ≪ 𝑘!! 𝑃𝑖𝑣𝑂! . Tällöin yhtälön (1) perusteella 1/ 𝟓𝟖 ∝ 𝑡-suhde olisi riippuvanen pivalaatti-ionin konsentraatiosta. Kokeellisesti 
havaitaan,että 1/ 𝟓𝟖 :n ja t:n välillä on lineaarinen korrelaatio, joten mikäli pivalaatti-ioni 
hidasti reaktiota, se ei vaikuttanut merkittävästi mittaustuloksiin. Tämä johtuu oletettavasti 
siitä, että pivalaatti-ionin ja pivaliinihapon välillä on tasapaino, joten 
pivalaattikonsentraatio pysyy lähes vakiona. Kun 55:n konsentraatio kasvaa, ei oletus 𝑘! 𝟓𝟓 ≪ 𝑘!! 𝑃𝑖𝑣𝑂!  enää päde. Lopulta päästään tilanteeseen, jossa voidaan lausua, että 𝑘! 𝟓𝟓 ≫ 𝑘!! 𝑃𝑖𝑣𝑂! . Yhtälön (1) mukaan reaktionopeus ei riipu 55:n konsentraatiosta, 
kun 55:n konsentraatio on riittävän suuri. Tämä havaitaan myös kokeellisesti. Kun 58:n ja 
55:n konsentraatioiden suhde reaktiossa on 1:1 ja pivalaatti-ionin konsentraatio on vakio, 
voidaan yhtälö (1) muokata muotoon 
 −𝑑 𝟓𝟖𝑑𝑡 = 𝑘!"! 𝟓𝟖 ! ( 2) 
Reaktion havaittu nopeusvakio 𝑘!"! riippuu tällöin nopeusvakioiden k1, k-1 ja k2 lisäksi 
pivalaatti-ionin ja pivaliinihapon välisestä tasapainosta, johon vaikuttaa käytetyn 
pyridiinijohdannaisen emäksisyys. Reaktionopeus ei ole kovin riippuvainen 
pyridiinijohdannaisen pKa:sta alhaisilla pKa-arvoilla. Emäksisemmillä pyridiineillä 
riippuvuus pKa:n ja reaktionopeuden välillä on suurempaa. Tämä voidaan selittää sillä, että 
pyridiinijohdannaisen emäksisyys/nukleofiilisyys vaikuttaa myös pivalaatti-ionin reaktioon 
pivaloyylikloridiylimäärän kanssa. Mitä emäksisempi käytetty pyridiinijohdannainen on, 
sitä hanakammin pivalaatti-ioni reagoi pivaloyylikloridiylimäärän kanssa. Tällöin 
muodostuu pivaloyylianhydridiä, joka ei enää osallistu reaktioon. Kun pivalaatti-ionin 
pitoisuus pienenee, se siirtää reaktion tasapainoa tuotteiden puolelle. Pivalaatin ja 
pivaloyylikloridin välinen reaktio riippuu käytetyn pyridiinijohdannaisen emäksisyydestä 




ribonukleosidivetyfosfonaattien kytkentäreaktion stereoselektiivisyyden kohdalla. 
Katalyysin vaikutus stereoselektiivisyyteen käsitellään kappaleessa 1.2.8.19 
Havaitun nopeusvakion (ktot) lämpötilariippuvuuden avulla voidaan laskea reaktion ΔS
≠, 
kun käytetään Arrheniuksen yhtälöä. Pyridiinin, 3-fenyylipyridiinin ja etyyliisonikotinaatin 
tapauksissa aktivoitumisentropia on tällöin noin 10 J/K. Mikäli reaktio tapahtuisi pysyvän 
intermediaatin kautta, olisi nopeutta rajoittavan vaiheen aktivaatioentropia itseisarvoltaan 
suurempi ja negatiivinen. Näin ollen tämä vaihtoehto voidaan jättää laskuista. 
Assosiatiivisessa mekanismissa nopeutta rajoittavassa vaiheessa muodostuu sidos 
molekyylien välille. Kun kahdesta reagenssista muodostuu yksi transitiotilan rakenne, 
aktivaatioentropia on selkeästi negatiivinen. Puhtaasti dissosiatiivisessa mekanismissa 
aktivaatioenergia on vastaavasti positiivinen. Koska kokeellisten tulosten perusteella 
ratkaistu ΔS≠ oli lievästi positiivinen, voidaan päätellä, että sidoksen muodostuminen ja 
sidoksen hajoaminen tapahtuu samassa vaiheessa. Tällöin reaktion mekanismi ei ole 
selkeästi assosiatiivinen eikä dissosiatiivinen, vaan jotain näiden mekanismien väliltä. 
Edellisten tulosten avulla ei edelleenkään voida sulkea pois vaihtoehtoa, että reaktio 
tapahtuisi trikoordinoidun transitiotilan kautta. Tämä kaipaakin mielestäni lisätarkastelua.19 
Edellä käsiteltiin sitä, miten reaktionopeus riippuu käytetyn pyridiinijohdannaisen 
emäksisyydestä. Myös nukleofiilisyys on otettava huomioon, sillä pyridiini toimii 
reaktiossa luultavasti nukleofiilisenä katalyyttinä. Tätä puolta ei aiemmissa mekanistisissa 
tarkasteluissa ole selitetty kovinkaan syvällisesti. Kineettisen tarkastelun avulla on 
mahdollista pureutua tarkemmin rakenteisiin, jotka osallistuvat reaktioon. Nukleofiiliseen 
katalyysiin viittaavia tuloksia havaitaan, kun käytetään pyridiinijohdannaisia, joilla on eri 
pKa-arvoja. Kokeiluissa vertaillaan emäksiä, joilla on samansuuruiset pKa:t mutta erilaiset 
rakenteet.19 Läpi pKa-skaalan steerisesti rajoittuneempi emäs saa aikaan hitaamman 
kytkentäreaktion, kuin vastaavan pKa-n omaava vähemmän estynyt emäs.19 Tulos viittaa 
pyridiniumadduktin muodostumiseen, sillä steeriset tekijät vaikuttavat nukleofiiliseen 
katalyysiin. Myös NMR-tuloksissa nähdään viitteitä pyridiniumadduktin muodostumisesta. 
Kun aktivaattorina on DPCP muodostuu intermediaatteina 
bisdietyylipyrodivetyfosfonaattia 28 ja difenyylietyylipyrovetyfosfonaattia 27, jotka ovat 
tasapainossa keskenään.21 Näiden intermediaattien reagoidessa pyridiinin kanssa 
muodostuu tuntematonta yhdistettä, joka voisi kemiallisen siirtymän perusteella olla 




reagoidessa pyridiinin kanssa. Intermediaattia ei kuitenkaan pystytä havaitsemaan 
massaspektrometrian avulla.21 Näin ollen tulokset viittaavat nukleofiiliseen katalyysiin, 
mutta varsinaisen adduktin havaitseminen vaatii lisää selvitystä. Muodostuvan 
intermediaatin rakenne voi olla tetra- tai trikoordinoitunut, kuten nähdään seuraavasta 
kuvasta.  
 
Kuva 21: Pyridiiniadduktin rakenne ja reaktio tuotteeksi. Trikoordinoitu rakenne vastaa amidiittimenetelmän 
intermediaatin rakennetta. Tetrakoordinoitu muoto on kuitenkin pääasiallinen muoto, sillä se on 
termodynaamisesti stabiilimpi, kuin trikoordinoitu rakenne.19 
Tetrakoordinoitu muoto on energeettisesti edullisempi kuin trikoordinoitu muoto. Hartree-
Fock-laskelmien perusteella eri tautomeristen muotojen välinen energiaero on pieni (0.6 
kcal). Näin ollen trikoordinoitua muotoa ei voida täysin pois sulkea 
vetyfosfonaattimenetelmän yhteydessä.19  
Lähes kaikkien pyridiinijohdannaisten tapauksessa reaktio onnistuu kvantitatiivisesti, 
vaikka eri pyridiinijohdannaisten pKa-arvot eroavat huomattavasti toisistaan.30 
Pyridiinijohdannaisilla on myös korkeat pKHB-arvot. pKHB on 
vetysidostenmuodostumisvakio, joka kuvaa amiinin konjugaattihapon kykyä muodostaa 
vetysidoksia.30 Happokatalyysin (kuva 23) perusteella voisi olettaa, että korkeat pKHB-
arvot aiheuttaisivat diesterin saannon pienenemistä seka-anhydridin deasylaation 
seurauksena. Näin ei kuitenkaan pyridiinijohdannaisten kohdalla tapahdu. Oletettavasti 

































Pyridiiniin verrattuna 2,6-lutidiinin tapauksessa kytkentäreaktio tapahtuu hitaammin. 
Vaikka 2,6-lutidiinilla on korkeampi pKa ja se on steerisesti estyneempi kuin pyridiini, 
reaktionopeuksien ero on pieni, verrattuna muihin steeriseti rajoittuneisiin 
pyridiinijohdannaisiin.19,30 2,6-lutidiinin kondensaatioreaktio on nopea, stereoselektiivinen 
ja kvantitatiivinen. Kun 2,6-lutidiini on katalyyttinä reaktiossa reaktion stereoselektiivisyys 
jopa paranee pyridiiniin verrattuna.30 Kun katalyyttinä käytetään reagensseja, jotka eivät 
kykene nukleofiiliseen katalyysiin steeristen tekijöiden takia, reaktion saanto ja 
stereoselektiivisyys poikkeaa radikaalisti pyridiinijohdannaisten avulla saaduista tuloksista. 
Tulosten perusteella voidaan olettaa, että nukleofiilinen katalyysi vaikuttaa myös 2,6-
lutidiinin tapauksessa steerisistä tekijöistä huolimatta. Pyridiini voi reagoida pivalaatin 
vastaionina, jolloin kytkentärektio tehostuu.19 Tätä ei tapahdu 2,6-lutidiinin kohdalla, mikä 
selittää reaktioiden välistä nopeuseroa.19 Jatkotutkimuksessa havaittiin, että 2,6-lutidiinin 
vaikuttaa reaktioon samalla tavalla kuin tunnetut nukleofiiliset amiinit. 2,6-lutidiini onkin 
erinomainen vaihtoehto katalyytiksi kytkentäreaktioon erityisesti silloin, kun halutaan 
korostaa reaktion stereoselektiivisyyttä.  
Aikaisemmissa tarkasteluissa ei ole huomioitu tertiäärisiä amiineja mahdollisina 
katalyytteinä vetyfosfonaatin kytkentäreaktiossa alkoholin kanssa. Niitä ei ole käsitelty 
johtuen olettamuksesta, että tertiääriset amiinit eivät osallistu nukleofiiliseen katalyysiin 
steeristen tekijöiden takia. Vahva emäksinen luonne puolestaan korostaa myös 
sivureaktioita, kuten vetyfosfonaattidiesterin transesterifikaatiota, disproportionaatiota, P-
asylaatiota sekä bisasyylifosfiitin muodostumista. Tertiääristen amiinien käyttämistä 
katalyyttinä on kuitenkin tutkittava, sillä käyttämällä vain pientä tertiäärisen amiinin 
ylimäärää voidaan sivureaktioita hillitä.  
Uridiini-3´-vetyfosfonaatti (0.1 M) reagoi kytkentäreaktiolla etanolin (5-6 ekv) kanssa, kun  
kytkentäreagenssina on pivaloyylikloridi (1.6 ekv) ja tertiäärisen amiinin määrä on 3 ekv. 
Tällöin tuotteena saadaan haluttua vetyfosfonaattidiesteriä ja P-asylaatiota tai 
bisaktivaatiota ei havaita. Reaktio tapahtuu nopeasti mutta ei kvantitatiivisesti. Pyridiinin 
(pKa=5.1) avulla vertailureaktion kesto on 10 minuuttia. Kun käytetään emästä, joka ei 
kykene nukleofiiliseen katalyysiin (N-metyylimorfoliinia, pKa=7.4) reaktion kesto on noin 
2 minuuttia. Emäksisempien reagenssien avulla saavutetaan yhä nopeampia reaktioita, 
mutta vetyfosfonaattidiesterin pienet saannot rajoittavat reagenssien 




katalyysiin, emäksisyys korreloi muodostuvan vetyfosfonaattidiesterin kanssa. Mitä 
emäksisempi käytetty tertiäärinen amiini on, sitä nopeampi reaktio, mutta sitä vähemmän 
muodostuu haluttua diesteriä. Reaktion päätyttyä reaktioseos sisältää reagoimatonta 
lähtöainetta. Oletettavasti diesterin huono saanto johtuu siitä, että pivaloyylikloridi (1.6 
ekv) loppuu reaktiossa kesken. Kun kytkentäreagenssin määrää lisätään, myös 
muodostuvan vetyfosfonaattidiesterin määrä kasvaa. Reaktio on kvantitatiivinen, kun 
pivaloyylikloridia käytetään yli 2.5 ekv.31 
Mahdollisia syitä pivaloyylikloridin suureen kulutukseen on useita. Piv-Cl voi esimerkiksi 
reagoida reaktioseokseen jääneen veden kanssa. Vetyfosfonaatin ja etanolin välisen 
reaktion riippuvuutta veden määrästä tutkittiin asetonitriililiuoksessa, kun katalyyttinä 
käytettiin eri amiineja ja kytkentäreagenssina oli Piv-Cl. Heikompien emäksien 
tapauksessa (pyridiini tai DMA) veden lisääminen ei merkittävästi vaikuta 
kondensaatioreaktion saantoon. Vahvempien emästen tapauksessa (N-metyylimorfoliini 
(NMM), TEA) vaikutus saantoon on suurempi. Suurillakaan vesimäärillä tuotteen saanto ei 
pienene niin merkittävästi, että kokeelliset tulokset voitaisiin selittää reaktioseoksessa 
olevan veden avulla. Vetyfosfonaattidiesterin hydrolyysi ei myöskään selitä halutun 
tuotteen pientä saantoa, sillä hydrolyysiä varten tarvittaisiin pidempi reaktioaika ja erilaiset 
reaktio-olosuhteet. Pivaloyylikloridin suuri kulutus reaktiossa voisi selittyä 
reaktioseoksessa olevien OH-ryhmien ja uridiinin asylaation avulla. Asylaatiota ei 
kuitenkaan havaita reaktioissa, joissa ei ole nukleofiilista katalyyttiä läsnä. Näin ollen 
selitys löytyy sivutuotteena muodostuvasta pivaliinihaposta. Pivaliinihapon 






















































Kuva 22: Pivalianhydridin muodostuminen vetyfosfonaattimonoesterin ja alkoholin välisessä reaktiossa, kun 
kytkentäreagenssina on pivaloyylikloridi.31 
Tasapainoreaktion a) tasapaino on tuotteiden puolella. Mitä emäksisempi käytetty 
tertiäärinen amiini on, sitä enemmän muodostuu pivalaatti-ionia tasapinoreaktion f) 
seurauksena. Pivalaatti-ioni puolestaan kuluttaa pivaloyylikloridia reaktiossa d) sekä seka-
anhydridiä 62 reaktiossa c). Pivalaatti-ionin ja seka-anhydridin reagoidessa muodostuu 
lähtöainetta 61 sekä pivalianhydridiä. Muodostuva pivalianhydridi ei kykene toimimaan 
kytkentäreagenssina reaktiossa, mikä on kuvattu reaktiolla g). Näin ollen reaktion c) 
seurauksena seka-anhydridin ja siitä muodostuvan vetyfosfonaattidiesterin 63 määrä 
vähenee. Toisaalta pivalaatti-ioni voi myös reagoida pivaloyylikloridin kanssa reaktiossa 
d). Tällöin kuluu kytkentäreagenssia ja muodostuu lisää reagoimatonta pivalianhydridiä. 
Nämä reaktiot selittävät sen, miksi pivaloyylikloridia tarvitaan suurempi ylimäärä, jotta 
reaktio on kvantitatiivinen. Diesterin muodostuminen reaktiossa nopeutuu, kun liuotin 
vaihdataan polaarisempaan (esimerkiksi dikloorimetaanista asetonitriiliin). Ensinnäkin 
pivalaatti-ionin reaktiot hidastuvat, kun liuotin vaihdetaan polaarisempaan, sillä polaarinen 
liuotin aiheuttaa ionien solvataatiota. Toisaalta seka-anhydridin 62 reaktio alkoholin kanssa 
on nopeampi polaarisemmassa liuottimessa.31  
Kun nukleofiilinä käytetään vahvaa nukleofiilistä amiinia (DMAP tai TEA/pyridiini-liuos), 
reaktio ei tapahdu täydellisesti, sillä pivaloyylikloridi kuluu loppuun asylaation takia 
sivureaktioissa. Kun TEA:a tai pyridiiniä käytettiin pelkästään, ei asylaatio ole 
merkittävää. Huomion arvoista on kuitenkin se, että kytkentäreaktio ei silti tapahdu 
kvantitatiivisesti, kun käytetään tertiääristä alifaattista amiinia olosuhteissa, joissa asylaatio 
on vähäistä. Kokeellisten tulosten perusteella tämä johtuu siitä, että seka-anhydridi reagoi 
deasylaatiolla reaktiossa pivaliinihapon kanssa (kuva 22, reitti c31). Reaktio nähdään 
seuraavassa kuvassa.30,32 
 
Kuva 23: Seka-anhydridin reaktio pivaloyylikloridin kanssa tertiäärisen alifaattisen amiinin katalysoimassa 




















Deasylaatio ei ole niinkään riippuvainen käytetyn amiinin emäksisyydestä (pKa), vaan 
amiinin konjugaattihapon kyvystä muodostaa vetysidoksia (pKHB, happokatalyysi). 
Reaktiossa muodostuu pivaloyylihaponanhydridiä, joka ei aktivoi reaktiota a) (kuva 22) 
Näin ollen reaktio jää tässäkin tapauksessa kesken johtuen pivaloyylikloridin kulumisesta 
loppuun. Reaktio onnistuu myös vahvempien nukleofiilisten katalyyttien avulla lähes 
kvantitatiivisesti, kun sivutuotteiden muodostuminen minimoidaan laimean reaktioseoksen 
ja suuren pivaloyylikloridiylimäärän (yli 3 ekv) avulla. 1-metyyli-imidatsolin (NMI) ja 
DMAP:n tapauksessa esteröitymisreaktion saanto on erityisen huono, johtuen reagenssien 
reaktiivisuudesta karbonyylifunktionaalisuutta kohtaan.  Tällöin reaktiotuotteena saadaan 
lähtöainetta sekä useita sivutuotteita. Vahvojen nukleofiilien tapauksessa myös reaktion 
stereoselektiivisyys kärsii huomattavasti, kun verrataan reaktioihin, joissa 
pyridiinijohdannaisia käytetään nukleofiilisinä katalyytteinä.30,32 
Pivalaatti-ionin rooli reaktiossa voidaan todeta myös kokeellisesti lisäämällä 
reaktioseokseen pivaliinihapon suoloja. Ainoastaan pyridiniumpivalaatin tapauksessa 
suolan lisääminen ei vaikuta muodostuvan vetyfosfonaattidiesterin saantoon. DMA:n 
kohdalla pivalaattisuolan lisääminen vähentää jonkun verran muodostuvan diesterin 
saantoa. Seka-anhydridin muodostuminen tapahtuu reaktiossa hitaasti ja lisätty suola ei 
merkittävästi deasyloi seka-anhydridiä 62 (kuva 22 reaktioreitti c). Näin ollen DMA:n 
tapauksessa tuotteen 63 huono saanto johtuu lähinnä pivalaatti-ionin kilpailevasta 
reaktiosta pivaloyylikloridin kanssa. TEA:n pivalaattisuolan tapauksessa tilanne on toinen. 
Tällöin halutun tuotteen saanto pienenee dramaattisesti johtuen seka-anhydridin nopeasta 
muodostumisesta reaktiossa sekä sen deasylaatiosta. Deasylaatio vaikuttaa tuotteen 63 
huonoon saantoon. Deasylaation merkitystä tutkittiin edelleen eri emästen tapauksessa. 
Kun monoesteri esiaktivoidaan pivaloyylikloridin avulla ennen reaktiota etanolin kanssa, 
diesterin 63 muodostuminen on kvantitatiivista kun emäksenä on pyridiini tai DMA. Myös 
vahvojen emästen/heikkojen nukleofiilien (TEA ja N,N-diisopropyylietyyliamiini 
(DIPEA)) tapauksessa reaktio onnistuu hyvällä saannolla 96-97 %.31 Tämä viittaa siihen, 
että kyseisissä olosuhteissa esteröitymisreaktion nopeus on huomattavasti suurempi 
deasylaation nopeuteen verratuna. Näin ollen näissä olosuhteissa pivaloyylikloridin suuri 





Vetyfosfonaattioligonukleotidien fosfori on kiraliakeskus. Näin ollen 
vetyfosfonaattioligonukleotidin mahdollisten diastereomeerien määrä on 2n, missä n on 
nukleotidien välisten sidosten lukumäärä. Kun sidos muodostuu 
deoksinukleosidivetyfosfonaatin ja nukleosidin vapaan 5´-OH-ryhmän välille, kumpaakin 
diastereomeeriä, Rp ja Sp, muodostuu yhtä suurella todennäköisyydellä. Tällöin 
vetyfosfonaattidiesteriä ei voida valmistaa suoraan stereoselektiivisesti 
vetyfosfonaattimonomeeristä. Eri diastereomeerien erottaminen toisistaan on työlästä. 
Fosforotioaattijohdannaisten tapauksessa kromatografinen puhdistus onnistuu, kun on 
kyseessä lyhyt oligonukleotidi, joka sisältää yksi tai kaksi fosforotioaattiryhmää. 
Pidempien oligonukleotidien erottaminen HPLC:n avulla ei onnistu. Kapillarielektroforeesi 
soveltuu lähinnä analysointiin eikä niinkään diastereomeerien erottamiseen. Kuitenkin 
esimerkiksi nukleosidifosforotioaattien eri epimeereit käyttäytyvät eri tavoin 
entsymaattisissa reaktioissa. Näin ollen on tärkeää pyrkiä valmistamaan stereokemiallisesti 
mahdollisimman puhtaita tuotteita. Koska oligonukleotiden stereoisomeerien erottaminen 
on vaikeaa, on järkevämpää tutkia menetelmiä oligonukleotidifosforotioaattien 
valmistamiseen stereokontrolloidusti. Oligodeoksinukleotidien tapauksessa 
stereoselektiivisyyden saavuttamiseksi lähtöaineena käytetään usein monomeeria, jossa 
fosforiatomi on osana jäykkää rengassysteemiä. Tällaisten reagenssien valmistaminen on 
hankalaa ja näiden menetelmien avulla voidaan valmistaa selektiivisesti vain muutamia 
nukleotidimodifikaatioita (fosforotioaatit, boranofosfaatit, metyylifosfonaatit). 
Vetyfosfonaattikemian etuna edelliseen menetelmään verrattuna on se, että muodostuvat 
vetyfosfonaattidiesterit voidaan helposti muuttaa useiksi eri nukleotidijohdannaisiksi.  
Niinpä deoksinukleotidivetyfosfonaattien stereoselektiivinen valmistaminen nukleosidi-3´-
O-oksatsafosfolidiinijohdannaisten33 avulla on potentiaalinen vaihtoehto. Tilanne on 
erilainen ribonukleosidi-3´-vetyfosfonaattien tapauksessa. Stereokontrolloitu reaktio 
voidaan oligoribonukleotidien avulla toteuttaa esim. oksatsafosfolidiinin34 tai 
intramolekulaarisen katalyytin35 avulla, mutta ribonukleosidi-3´-vetyfosfonaattien 
stereoselektiivinen kytkentäreaktio tarjoaa hyvän vaihtoehdon edellisille menetelmille. 2´-
O-suojaryhmä saa aikaan sen, että eri diastereomeereillä on myös erilainen reaktiivisuus. 
Stereoselektiivisyys ei ole riippuvainen käytetystä kytkentäreagenssista vaan 
nukleofiilisestä katalyytistä/emäksestä, reagoivan vetyfosfonaatin rakenteesta sekä 




reagenssit ovat edullisia ja helposti saatavilla. Erityisen kiinostavia ovat myös mahdolliset 
modifikaatiot, jotka voidaan tehdä stereospesifisesti reaktiossa muodostuvalle 
nukleosidivetyfosfonaattidiesterille. Esimerkiksi fosforotioaatteja voidaan valmistaa 
vetyfosfonaattidiestereistä stereospesifin sulfurisaation avulla.36 Näin ollen reaktion 
mekanismin tutkiminen on tärkeää stereoselektiivisen reaktion optimoinnin 
kannalta.18,32,37,38 
1.2.8.1 Diastereomeerien analysointi 
P-kiraalisten dinukleosidifosforotioaattien absoluuttinen konformaatio voidaan 
luotettavasti määrittää entsymaattisten menetelmien avulla. Käärmeen myrkyn 
fosfodiesteraasi käyttää substraattina ainoastaan diesterin Rp-diastereomeeriä, kun 
nukleaasi P1 puolestaan käsittelee ainoastaan Sp-diastereomeeriä. Menetelmä on kuitenkin 
erittäin hidas. Näin ollen käytännössä 31P-NMR-spektroskopia on 
ribonukleosidivetyfosfonaattien stereokemian analysoimisessa yksi tärkeimmistä 
työkaluista. 31P-NMR-tulosten tarkastelussa on kuitenkin oltava varovainen 
ribonukleosidivetyfosfonaattien tapauksessa. Ecksteinin korrelaation perusteella 
di(deoksiribonukleosidi)fosforotioaatin Rp diastereomeeri resonoi alempana Sp-muotoon 
verrattuna.39 Vastaava korrelaatio havaitaan myös di(ribonukleosidi)fosforotioaattien 
kohdalla. Ribonukleosidivetyfosfonaateilla ja –vetyfosfonotioaateilla Ecksterinin 
korrelaatio ei toteudu fosforikeskuksen konfiguraation ja 31P-NMR-siirtymän välillä. Näin 
ollen yleensä SP-diastereomeeri resonoi alempana Rp-diastereomeeriin verrattuna. 
Poikkeavuuksia huomataan myös, kun 5´-O-dimetoksitrityyli-2´-O-t-
butyylidimetyylisilyyliribonukleosidivetyfosfonaatti reagoi suojatun nukleosidin tai 
alkoholin kanssa eri liuottimissa. Tällöin joissakin liuottimissa päätuotteen ja sivutuotteen 
kemialliset siirtymät vaihtavat ikään kuin paikkaa keskenään. Kemiallisten siirtymien 
vaihtuminen ei johdu muutoksista varsinaisessa stereokemiassa. Tämä todettiin 
analysoimalla eristettyjä diestereitä. Niinpä joidenkin diesterien tapauksessa liuottimen 
vaihtaminen vaikuttaa NMR-tuloksiin. Joidenkin fosforotioaattien tapauksessa myös 
signaalien suhteelliset paikat ovat riippuvaisia käytetystä liuottimesta. Lämpötilakin 
vaikuttaa rekisteröityihin NMR-spektreihin. Yhteenvetona voidaan sanoa, että 31P-NMR-
tuloksiin on suhtauduttava varauksella, kun absoluuttisia konfiguraatioita korreloidaan 




1.2.8.2 Asymmetrisen induktion mekanismi 
Kytkentäreaktion lähtöaine, monoesteri, on akiraalinen. Näin ollen asymmetrinen induktio 
vaikuttaa monoesterin ja vetyfosfonaattidiesterin välillä. 
Ribonukleosidivetyfosfonaattidiesterien valmistuksessa kytkentäreagenssi aktivoi 
lähtöaineen, vetyfosfonaattimonoesterin. Tällöin muodostuu seka-anhydridin kahta eri 
diastereomeeriä seuraavan kuvan mukaisesti.32,37 
 
Kuva 24: Ribonukleosidivetyfosfonaattidiesterin muodostuminen, kun pivaloyylikloridi on 
kytkentäreagenssina. Reaktio on stereoselektiivinen ja päätuotteena saadaan diastereomeeria 65 
(Dp(Sp)).37,41 
Reaktiossa muodostuvat seka-anhydridit ovat niin reaktiivisia, että eri diastereoisomeerien 
62 ja 63 tunnistaminen ei onnistu pelkän 31P-NMR-analyysin avulla. Stereoselektiivisyys 
ei johdu käytetystä alkoholista, sillä käytetyn alkoholin vaihtaminen ei merkittävästi 
vaikuta muodostuvaan tuoteseokseen. Näin ollen lähtevän ryhmän ja sitoutuvan ryhmän 
steeriset ominaisuudet eivät ole määräävässä asemassa asymmetrisessä induktiossa. 
Yleisesti ottaen pyrimidiininukleosidien avulla saavutetaan kuitenkin stereoselektiivisempi 

























































Reaktion stereoselektiivisyyden voidaan olettaa johtuvan jostakin seuraavista ilmiöistä: 
dynaaminen termodynaaminen erottuminen (DYTR), diastereokonvergoiva transformaatio 
(DKT), dynaaminen kineettinen asymmetrinen transformaatio (DYKAT). DYTR perustuu 
siihen, että muodostuvat seka-anhydridit ovat suhteellisen stabiileja. Tällöin kumpikin 
seka-anhydrididiastereomeeri tuottaa vastaavan diesterin 64 tai 65, ja diastereomeerien 62 
ja 63 termodynaaminen stabiilius on määrävänä tekijä reaktiossa (ks. kuva 24). Toisin 
sanoen esteröitymisreaktio on tällöin nopeampi kuin epimerisaatio. Näin ollen DYTR-
mekanismin vallitessa seka-anhydridien eri diastereomeerien suhde vastaa tuotteiden eri 
diastereomeerien suhdetta. 31P-NMR-tulosten perusteella voidaan kuitenkin todeta, että 
näin ei reaktiossa tapahdu. Niinpä seka-anhydridin stabiilius ei ole määräävänä tekijänä 
reaktiossa, jolloin DYTR ei ole reaktiota kontrolloiva ilmiö. DKT:n perusteella reaktio 
tapahtuisi seuraavan kuvan mukaisesti.37 
 
Kuva 25: Seka-anhydridin ja alkoholin välisen kytkentäreaktion reaktiomekanismi, kun reaktiota kontrolloi 
DKT.37 
63 (Lp(Sp)) reagoi vain yhdellä tavalla, kun 62 (Dp(Rp)) voi reagoida kahdella 
vaihtoehtoisella tavalla. Kun reaktio tapahtuu reitin c) mukaisesti, tapahtuu konfiguraation 
inversio ja tuotteena saadaan sivutuotetta 64 (Lp(Rp)). Oletetaan, että sivutuotteeseen 
johtava reitti c) on energeettisesti epäedullisempi, kuin reitti b). Toisaalta reitin b) kautta 
muodostuu päätuotetta 65 (Dp(Sp)), kun 67:stä muodostuu diesteri vasta pseudorotaation 
















































































päätuote ja 62 on sivutuote. Tätä ei voida kuitenkaan näiden tulosten perusteella 
varmuudella osoittaa. DKT:n ongelmana on se, että reitin b):n kautta muodostuva 67 on 
energeettisesti epästabiili. Näin ollen ei voida selittää, miksi reaktio tapahtuisi Kuva 25 
reitin b) eikä reitin c) kautta. Tilanne kuitenkin muuttuu, mikäli sekä reitti b), että reitti c) 
ovat molemmat energeettisesti epäedullisia. Tällöin välituote 62 olisi suhteellisen stabiili ja 
se voisi pseudorotaation avulla olla tasapainossa 63:n kanssa. Tässä tapauksessa vallitseva 
mekanismi on DYKAT, jossa välituotteet 62 ja 63 ovat tasapainossa ja niiden reaktiot 
tuotteiksi 64 ja 65 tapahtuvat eri nopeuksilla. Reaktio näyttää seuraavalta.37 
 
Kuva 26: DYKAT-mekanismi. Seka-anhydridin diastereomeerien välillä on tasapaino. Kumpikin seka-
anhydrididiastereomeeri reagoi alkoholin kanssa eri nopeudella. Reaktion päätuotteena saadaan Dp(Sp)-
diastereomeeriä.37 
Seka-anhydridin diastereomeerien välinen tasapainoreaktio on nopeampi, kuin 
esteröitymisreaktio alkoholin kanssa. Eri seka-anhydrididiastereomeerit reagoivat 
alkoholin kanssa eri nopeuksilla. 63 reagoi alkoholin kanssa nopeammin, jolloin 
päätuotteena saadaan 65-diastereomeeriä, vaikka reaktiossa pivaloyylikloridin kanssa 
syntyykin päätuotteena 62-diastereomeeriä. Tasapainoreaktio voidaan todeta myös 
kokeellisesti. Kokeellisten tulosten perusteella päätellään, että reaktioseoksen 
pivalaattianionit (tai kloridianionit) saavat aikaan diastereoisomeerien välisen nopean 

















































 𝟔𝟐+ 𝑃𝑖𝑣𝑂! ⇌ 𝟔𝟑+ 𝑃𝑖𝑣𝑂! ( 3) 
Näin ollen kokeellinen informaatio tukee päätelmää, että reaktio tapahtuu DYKAT-
mekanismilla. Reaktion kinetiikkaa ei voida tutkia alifaattisten alkoholien tapauksessa 31P-
NMR:n avulla, sillä reaktio on liian nopea NMR-seurantaa ajatellen. Lisäämällä 
reaktioseokseen asetonitriiliä (vesi (aq)), voidaan rekisteröidä reaktion puoliintumisaika 
(13 s). Havaitaan myös, että tuoteseoksen 64/65 diesteripitoisuudet eivät muutu reaktion 
aikana. Kun alkoholi korvataan nukleosidilla, jolla on vapaa 3´-OH-ryhmä, reaktio on 
tarpeeksi hidas NMR-seurantaa varten. NMR-tulosten perusteella diastereomeerien 62 ja 
63 välinen tasapainoreaktio on esteröitymisreaktiota nopeampi reaktio. Näin ollen 
diastereomeerien 62 ja 63 välinen suhde sekä tuotteiden 64 ja 65 välinen suhde pysyvät 
vakiona läpi reaktion. Nämä tulokset viittaavat myös vahvasti DYKAT-mekanismiin.37  
Eri P-epimeerien kinetiikan tutkiminen on vaikeaa, koska yhtälön (3) tasapainoreaktio on 
niin nopea. Informaatiota saadaan, kun reaktiota muokataan niin, että reaktiivista alkoholia 
on suuri ylimäärä reaktiossa. Kun seka-anhydrididiastereomeereja 62 ja 63 sisältävä DCM-
liuos injektoidaan metanoliin, havaitaan esteröitymisen tapahtuvan kvantitatiivisesti. Eri 
diastereomeerien 64 ja 65 NMR-signaalien voimakkuudet ovat spektrissä päinvastoin 
normaaliin reaktioon verrattuna. Niinpä metanoliylimäärän seurauksena, kummankin 
diastereomeerin esteröitymisreaktio on nopeampi kuin diastereomeerien 62 ja 63 välinen 
tasapainoreaktio. Tällöin päätuote on 64, joka muodostuu seka-anhydridistä 62 inversion 
avulla. Vastaavasti sivutuote 65 muodostuu seka-anhydridistä 63 inversion avulla. 
Vallitsevissa olosuhteissa reaktio tapahtuu DYTR-mekanismilla.37 
Normaaleissa reaktio-olosuhteissa (ei suurta –OH-ylimäärää) reaktion oletetaan tapahtuvan 
myös DYKAT-mekanismilla. Tätä ei voida täysin todistaa, johtuen seka-anhydridien 
välisen tasapainoreaktion nopeudesta. Lämpötilan laskeminen tai vähemmän reaktiivisen 
kytkentäreagenssin käyttäminen ei hidasta reaktiota tarpeeksi 31P-NMR-analyysiä varten.32 
Aryylinukleosidivetyfosfonaatteja voidaan käyttää mekanismin tutkimuksessa 
malliyhdisteenä, sillä niiden tapauksessa reaktiivisuutta on mahdollista säätää 
aryyliryhmää muuttamalla.  Aryyliryhminä voidaan käyttää fenyyliä, p-kloorifenyyliä ja p-






Kuva 27: Reaktio, jossa diesteri muodostetaan käyttämällä aryylijohdannaista välivaiheena. Intermediaatit 
69 ja 70 ovat keskenään tasapainossa, kuten intermadiaatit 62 ja 63. Reaktion päätuote on 65 (Dp(Sp)).37 
Intermediaattien 62 ja 63 reaktio ArOH:n kanssa tapahtuu nopeasti. Reaktion päätuotteena 
muodostuu intermediaattia 70, riippumatta käytetystä aryyliryhmästä. Sekä tuotteiden 69 ja 
70, että lähtöaineiden 62 ja 63  diastereomeerien suhteet pysyvät vakiona reaktion aikana. 
Diastereomeerien 69 ja 70 välillä vallitsee tasapaino, kuten myös diastereomeerien 62 ja 63 
välillä. Kun intermediaattien 62 ja 63  reaktiota ArOH:n kanssa hidastetaan vähentämällä 
fenolin määrää reaktiossa, reaktiot tapahtuvat 10 min kuluessa. 
Fenyylivetyfosfonaattidiesterin reaktio alkoholin kanssa on puolestaan 31P- NMR-seurantaa 
ajatellen liian hidas. Kun 67 ja 70 a):n ja b):n reaktioita eri alkoholien kanssa tutkitaan 31P-
NMR-seurannan avulla havaitaan, että sivutuote 69 (Lp(Sp)) on paljon reaktiivisempi 
alkoholin kanssa kuin päätuotteena muodostuva 70 (Dp(Rp)). Tämä näkyy NMR-
seurannassa niin, että reaktiotuotteen vallitsevaa diastereomeeriä 65 syntyy ensin nopeasti, 
jonka jälkeen sivutuotetta 64 alkaa muodostua. Nämä havainnot tukevat päätelmää, että 
reaktio noudattaa DYKAT-mekanismia. Näin ollen reaktion selektiivisyyttä voidaan 
parantaa, steerisesti rajoittuneemman alkoholin avulla. Tällöin transesterifikaatio hidastuu 
edelleen intermediaattien 69 ja 70 väliseen tasapainoreaktioon verrattuna. Niinpä DYKAT-
mekanismin seurauksena saadaan lopulta selektiivisempi reaktio ja tuotteiden eri 
diastereomeerien suhde pysyy samana läpi reaktion. Reaktion stereoselektiivisyys kärsii, 
mikäli intermediaattien 69 ja 70 välinen tasapainoreaktio ei ole tarpeeksi nopea. Tällöin 


















































































stereoselektiivisyys pienenee tai jopa muuttuu päin vastaiseksi DYKAT-mekanismin 
stereoselektiivisyyteen verrattuna. Käänteinen stereoselektiivisyys on mahdollinen, kun 
reaktioseoksessa on suuri metanoliylimäärä. Tällöin reaktion päätuotteena saadaan 64-
diastereomeeria. Näissä olosuhteissa esteröintireaktio on huomattavasti nopeampi kuin P-
epimerisaatio, jolloin reaktion päätuote 64 muodostuu vallitsevasta diastereomeeri 
intermediaatista 70. Stereoselektiivisyyden katoaminen seuraa tilanteesta, jossa reaktion 
luonne on DYKAT- ja DYTR-mekanismien välillä. Huomion arvoista on myös se, että 
seka-anhydridien 62 ja 63 esteröintireaktio on huomattavasti stereoselektiivisempi kuin 
aryylivetyfosfonaattien 69 ja 70 vastaava esteröintireaktio. Kuitenkin 
aryylivetyfosfonaattien tapauksessa a):n ja b):n välillä ei ollut huomattavaa eroa 
transesterifikaation stereoselektiivisyydessä, vaikka niiden reaktiivisuudet eroavat 
toisistaan. Näin ollen voidaan todeta, että aryylivetyfosfonaatit 69 ja 70 reagoivat 
helpommin DYTR-mekanismilla kuin seka-anhydridit 62 ja 63.37 
Asymmetriselle induktiolle on esitetty myös muita mahdollisia mekanismeja. Tällaisia on 
fosforaani-intermediaattien pseudorotaatio tai trigonaalisen bipyramidi-intermediaatin 
muodostuminen reaktiossa. Nämä reaktiomekanismit sisältävät energeettisesti epäedullisia 
rakenteita, joten ne ovat epätodennäköisiä vaihtoehtoja vetyfosfonaattien 
kytkentäreaktiossa alkoholin kanssa. Kyseisten reaktioreittien tutkiminen on niin työlästä, 
että näitä vaihtoehtoja ei voida täysin sulkea pois kokeellisen datan puuttuessa. 3´-
vetyfosfonotioaattien reagoidessa metanolin kanssa osa kokeellisesta datasta viittaa 
konfiguraation retentioon esterifikaation yhteydessä. Retentiota ei esiinny DYKAT- tai 
DYTR-mekanismissa, joten tulos mahdollistaa vaihtoehtoisen mekanismin.32  
1.2.8.3 Katalyysin vaikutus reaktion stereoselektiivisyyteen 
Kun reaktiossa käytetään eri nukleofiilisiä katalyyttejä (tertiäärinen amiini, pyridiini 
johdannaiset, vahva nukleofiilinen katalyysi), havaitaan, että katalyytistä riippumatta 
reaktion päätuotteena saadaan diesterin Dp(Sp)-diastereomeeria. Tämä viittaa siihen, että 





Kuva 28: Vetyfosfonaattimonoesterin reaktio alkoholin kanssa nukleofiilisen katalyysin avulla, sekä ilman 
katalyysiä (kaarinuolet). Reaktion päätuotteena muodostuu 65 (Dp(Sp))-diastereomeeriä. 30 
Kuten aiemmin todettiin, tertiääristen amiinien ja vahvojen nukleofiilien tapauksessa 
kytkentäreaktiot eivät onnistu kvantitatiivisesti, kun käytetään 1.6 ekv pivaloyylikloridia, 
sillä pivaloyylikloridi kuluu reaktiossa loppuun. Niinpä myös reaktion 
stereoselektiivisyyttä tutkittaessa käytetään pivaloyylikloridin ylimäärää (vähintään 2.5 
ekv). Tutkimuksessa vetyfosfonaatti reagoi etanolin kanssa TEA:n katalysoimana kahden 
eri pivaloyylikloridimäärän avulla (1.6 ekv ja 2.5 ekv). Kytkentäreagenssin lisäys ei 
vaikuta reaktion stereoselektiivisyyteen (diastereomeerinen ylimäärä (dy)=76 % säilyi), 
mutta saa aikaan kvantitatiivisen reaktion. Kun uridiinivetyfosfonaatti reagoi suojatun 
tymidiininukleosidin kanssa ja TEA:a ja PivCl:a käytetään 3 ekv, reaktiotuotteen Dp-
diastereomeerin dy>90 %. Tällöin myös lähtöaine on reagoinut loppuun. Ikävä kyllä 
vetyfosfonaattidiesterin saanto on tässä tapauksessa alhainen (70 %), sivureaktioista 
johtuen. Sivureaktioiden vaikutusta voidaan osittain vähentää reagenssien laimennuksen 





















































































että emäskatalyysi TEA:n avulla toteutettuna saa kytkentäreaktion onnistumaan hyvällä 
saannolla ja erittäin stereoselektiivisesti (dy>90 %). Näin ollen tulokset viittaavatkin 
siihen, että heikosti nukleofiilinen 2,6-lutidiini voisi olla paras vaihtoehto 
stereoselektiivisyyden ja reaktion saannon kannalta.31,3839 
Kun kytkentäreaktiossa käytetään suurta metanoliylimäärää, reaktion stereoselektiivisyys 
pienenee, kun esteröitymisreaktio kiihtyy diastereomeerien välisen tasapainoreaktion 
kustannuksella. Tällöin mekanismin luonne muuttuu kohti DYTR-mekanismia. 
Stereoselektiivisyyden pieneneminen korostuu vahvempien nukleofiilisten katalyyttien 
tapauksessa. Nukleofiilinen katalyysi on siis merkittävämpää esteröitymisreaktion kannalta 
kuin epimerisaation kannalta, toisin kuin emäksisen katalyysin tapauksessa. Emäskatalyysi 
vaikuttaa, lähinnä epimerisaation yhteydessä, jolloin metanoliylimäärä ei kykene 
hidastamaan epimerisaatiota yhtä paljon kuin nukleofiilisen katalyysin tapauksessa. Tämä 
puolestaan viittaa siihen, että emäskatalyysin avulla kytkentäreaktio voitaisiin tehdä 
erityisen stereoselektiivisesti.30 
Kuten aiemmin todettiin tertiääriset amiinit (mm. TEA, DIPEA, NMM, DMA) toimivat 
emäksisenä katalyyttinä kytkentäreaktiossa. Tertiääristä amiinia käytetään katalyyttinä 
suojatun uridiiniribonukleosidivetyfosfonaatin (0.1 M/DCM) ja etanolin (6 ekv) välisessä 
reaktiossa, kun pivaloyylikloridia on 1.6 ekv. Näissä olosuhteissa reaktion päätuotteen dy 
on 53-75 % (vastaa diastereomeerien suhdetta välillä 3:1-7:1). Reaktion 
stereoselektiivisyyden ja käytetyn amiinin pKa:n ja pKHB:n välillä on riippuvuus. 
Vetysidosten vaikutus nähdään kuvassa 23. Amiinin emäksisyyttä kokonaisuudessaan 
voidaan kuvata nk. DYKAT-emäksisyyden (pKD) avulla seuraavan yhtälön mukaisesti.31 
𝑝𝐾! = 𝑛𝑝𝐾! + 𝑝𝐾!" ( 4) 
DYKAT-emäksisyyden avulla pyritään kuvaamaan pKa:n ja pKHB:n yhteisvaikutusta 
reaktioon. Edellisessä yhtälössä n on suhteellisuuskerroin. pKD:n ja reaktion 
stereoselektiivisyyden välillä on kokeellisten tulosten perusteella lineaarinen riippuvuus, 
jota voidaan kuvata seuraavan yhtälön avulla.31 




Emäksen katalyyttiset ominaisuudet perustuvat siihen, että se lisää pivalaatti-ionien määrää 
reaktioseoksessa. Kuten nähdään kuvasta 26, pivalaatti-ionien lisääminen kiihdyttää 
epimerisaatiota, jolloin myös reaktion stereoselektiivisyys kasvaa DYKAT-mekanismin 
mukaisesti.37 Vetysidosten muodostumisen katalyyttinen vaikutus voidaan selittää niin, että 
amiinit voivat kiihdyttää seka-anhydridien epimerisaatiota vetysidosten avulla 
kasvattamalla vetyfosfonaattiosan elektrofiilisyyttä. Toisaalta amiinin kojugaattihappo voi 
vetysitoutumisen avulla myös helpottaa lähtevän ryhmän irtoamista seka-anhydridistä.31,32 
Kun reaktioseokseen lisätään pivaliinihapon suolaa, reaktion stereoselektiivisyys yllättäen 
vähenee. Tämä näyttäisi olevan ristiriidassa kuvan 26 ja edellisen kappaleen pohdinnan 
kanssa. Myös reaktion saanto pienenee. Itse asiassa vetyfosfonaatin kytkentäreaktion 
nopeus pienenee puoleen, kun reaktio toteutetaan lisäämällä pivalihapon suolaa 
DMA/PivOH 3 ekv, kun DMA emästä käytetään reaktiossa 10 ekv. Näin ollen sekä 
epimerisaatio-, että esteröitymisreaktio hidastuvat suolan lisäyksen takia. Ristiriitainen 
tutkimustulos voidaan selittää siten, että suolan lisääminen vähentää reaktioseoksen 
emäksisyyttä, jolloin myös emäksen katalyyttiset ominaisuudet heikkenivät. Tätä oletusta 
ei kuitenkaan todennettu tutkimuksessa kokeellisesti.31 
1.2.8.4 Stereoselektiivisen reaktion optimointi 
Mekanistisen tarkastelun perusteella reaktio-olosuhteita voidaan optimoida niin, että 
saavutetaan mahdollisimman stereoselektiivinen reaktio. Liuottimen vaihtaminen 
pyridiinistä ACN/py-liuokseen parantaa reaktion stereoselektiivisyyttä ainoastaan 
guanosiinin tapauksessa. Liuottimen vaihtaminen pyridiinistä DCM/py-liuokseen (2.4 %) 
parantaa reaktion stereoselektiivisyyttä kaikkien vetyfosfonaattien kohdalla. Katalyytin 
valintaa käsiteltiin jo kappaleessa 1.2.7, jolloin todettiin, että 2,6-lutidiinin avulla reaktio 
tapahtuu kvantitatiivisesti ja hyvällä stereoselektiivisyydellä. Vielä parempi 
stereoselektiivisyys saavutetaan, kun reaktio toteutetaan TEA:n avulla, mutta tuotteen 
saantoprosentti on tällöin huono. Näin ollen 2,6-lutidiini on paras valinta nukleofiiliseksi 
katalyytiksi reaktioon. 2,6-lutidiinin ideaalikonsentraatio on 10 %, paitsi guanosiinin 
tapauksessa (3 %). Käytännön syistä on helpointa käyttää 7 % 2,6-lutidiinikonsentraatiota 
kaikkien emästen tapauksessa, jolloin saavutetaan lähes paras mahdollinen 
stereoselektiivisyys. Mikäli reaktio tapahtuu DYKAT-mekanismilla, ei kiraalisen emäksen 





DYKAT-mekanismin perusteella stereoselektiivisyyden pitäisi korostua, kun 
esteröintireaktion nopeus hidastuu epimerisaatioon verrattuna. Tällaiset olosuhteet 
saavutetaan, kun alkoholin konsentraatiota pienennetään. Kun 
ribonukleosidivetyfosfonaatti reagoi etanolin kanssa PivCl:n katalysoimassa reaktiossa 
DCM/2,6-lutidiini-liuoksessa, sekä ribonukleosidivetyfosfonaatin että etanolin 
konsentraation pienentäminen, johtaa stereoselektiivisempään reaktioon. Etanolin 
tapauksessa paras tulos saavutetaan (82 %), kun etanolia on reaktioseoksessa 1.2-3 ekv. 
Vetyfosfonaatin konsentraation pienentäminen vaikuttaa stereoselektiivisyyteen 
vähemmän kuin alkoholin tapauksessa. Kun vetyfosfonaatin konsentraatiota pienennetään 
200 mM-10 mM, reaktion stereoselektiivisyys muuttuu välillä 71 %-75 %. Optimaalisin 
tilanne saavutetaan, kun vetyfosfonaattia käytetään 25 mM ja alkoholia 1.2 ekv.38 
Myös kytkentäreagenssin valinta vaikuttaa reaktion stereoselektiivisyyteen. Useita eri 
kytkentäreagensseja kokeiltiin. Stereoselektiivisyyden kannalta PivCl osoittautuu kaikkein 
parhaaksi vaihtoehdoksi. 1.2 ekv PivCl:a vetyfosfonaattiin nähden on reaktion kannalta 
riittävä. 2-3 ekv:n käyttö on kuitenkin suositeltavaa, sillä konsentraation muutos ei vaikuta 
reaktion stereoselektiivisyyteen. Mielenkiintoista on myös se, että reaktion 
stereoselektiivisyys katoaa, kun reaktiossa aktivoidaan vetyfosfonaatin sijaan 
hydroksyyliryhmän sisältävä reagenssi TPP/ diisopropyyliatsodikarboksylaatti (DIAD):lla. 
Kytkentäreagenssina kokeiltiin myös 2-kloori-4,6-dimetoksi-1,3,5-triatsiini/(-)-sparteiinia. 
Kyseinen reagenssi saa aikaan enantioselektiivistä peptidisidoksen muodostumista, mutta 
osoittautuu toimimattomaksi tässä yhteydessä. Tämä tulos tukee päätelmää, että reaktio 
tapahtuu DYKAT-mekanismilla.38 
Liuotin voi vaikuttaa monella tavalla vetyfosfonaatin kytkentäreaktioon. 
Esteröitymisreaktiossa (SN2) reagoi kaksi varauksetonta reagenssia, joten oletettavaa on, 
että liuoksen polarisuuden kasvu nopeuttaisi esteröitymistä. Toisaalta epimerisaation voisi 
olettaa samalla hidastuvan. Eri liuottimilla on myös erilainen kyky solvatoida 
ribonukleosidivetyfosfonaattimolekyylejä. Tämä voi aiheuttaa eri liuottimissa muutoksia 
vetyfosfonaatin konformaatioihin ja täten reaktiivisuuteen. Myös seka-anhydridin eri 
epimeerien reaktiivisuudet voivat muuttua eri liuottimissa johtuen elektrostaattisista 
vuorovaikutuksista. Kokeelliset tulokset eivät tukeneet yksiselitteisesti mitään edellä 
kuvatuista selityksistä. Kun eri liuotinvaihtoehtoja kokeiltiin, havaittiin DCM:n olevan 




liuottimen polarisuutta pienennetään tai kasvatetaan DCM:n verrattuna. Näin ollen käytetty 
liuotin vaikuttaa reaktion stereoselektiivisyyteen usealla eri tavalla. 38 
Lämpötila voi vaikuttaa reaktion stereoselektiivisyyteen. Sekä esteröitymis- että 
epimerisaatioreaktio riippuvat reaktiolämpötilasta. Mikäli näiden reaktioiden 
lämpötilariippuvuus on erilainen, voi reaktiolämmön muuttaminen vaikuttaa eri 
diastereomeerien muodostumisnopeuteen. Lämpötilan vaikutusta stereoselektiivisyyteen 
tutkittiin kolmessa liuottimessa (DCM, ACN, tolueeni). Kaikissa tapauksissa 
stereoselektiivisyys korostuu, kun reaktiolämpötila on noin 20 oC. Kun liuottimena on 
DCM tai tolueeni, stereoselektiivisyyden minimi saavutetaan, kun lämpötila on -20 oC. 
ACN-liuoksessa stereoselektiivisyys heikkenee edelleen, kun reaktiolämpötilaa 
alennetaan.38 
Näitä optimoituja olosuhteita käytetään ribonukleosidivetyfosfonaattien reaktioissa 2´,3´-
O-dibentsoyyliuridiinin kanssa. Kun ei käytetä optimoituja olosuhteita B=AdeBz, Guaibu tai 
Ura –tapauksissa diastereomeerinen ylimäärä on noin 50-60 %. Kun 
pyridiininkonsentraatiota pienennetään, diastereoselektiivisyys kasvaa. Pyridiinin 
korvaaminen 2,6-lutidiinilla kasvattaa stereoselektiivisyyttä edelleen. Lopulta päästään 
85 %:n stereorelektiivisyyteen, kun reagenssien konsentraatioita pienennetään (25 mM) ja 
liuottimena on 7 % 2,6-lutidiini/DCM. Sytidiinin tapauksessa optimoinnilla on vielä 
suurempi merkitys. Tämä johtuu siitä, että lähtötilanteessa stereoselektiivisyys on vain 
20 %. Reaktio-olosuhteita muuttamalla kuten edellä, stereoselektiivisyys kasvaa 
merkittävästi (75 %). Kun sytosiinin ekso-aminoryhmä suojataan amidiinisuojauksella, 
saadaan stereoselektiivisyys samalle tasolle, kuin muiden emästen yhteydessä (82 %).38 
1.2.8.5 Ribonukleosidivetyfosfonaattien Dp- ja Rp-diastereomeerien rakenteen yhteys 
reaktiivisuuteen 
Tässä kappaleessa käsittelen rakenteellisia tekijöitä, jotka vaikuttavat eri diastereomeerien 
stabiliuuteen ja reaktiivisuuteen. Seuraavat ilmiöt ovat DYKAT-mekanismin taustalla: 2´-
O-suojaryhmän steeriset tekijät, elektrostaattinen repulsio ja vetyfosfonaatin ja 2´-O-hapen 
välinen vetysitoutuminen. Vaikka vetysitoutumisen voimakkuus onkin pieni, se voi 
vaikuttaa vetyfosfonaatin konformaatioon niin, että toinen diastereomeeri on alttiimpi 
nukleofiilin hyökkäykselle kuin toinen. Tämä johtuu siitä, että 2-´O-suojaryhmän 




dimetoksitrityyliuridiinivetyfosfonaatteja eri 2´-O-suojauksilla tutkittiin kytkentäreaktiossa 
etanolin kanssa, havaittiin seuraavaa. 2´-O-substituentin koon ja stereoselektiivisyyden 
välillä on yhteys. Myös 2´-deoksi-2´-(β-halogeeni)uridiinien tapauksessa halogeenin koko 
korreloi reaktion stereoselektiivisyyden kanssa. Tulos on odotettava, sillä intuitiivisesti 
voidaan olettaa, että steeriset tekijät ovat merkittävimmässä asemassa DYKAT-
mekanismin taustalla. Vetysidosten vaikutus reaktiomekanismiin on puolestaan vähäinen. 
5´-O-dimetoksitrityyli-2´-deoksi-2´-fluoriuridiinivetyfosfonaatin tapauksessa P-H-protonin 
1H-NMR-signaalit näkyvät dupletteina. Tämä viittaa siihen, että P-H:n ja fluorin välillä on 
merkittävää vetysitoutumista. Stereoselektiivisyys on kuitenkin kyseisen reagenssin 
tapauksessa olematonta. Vastaavasti korkea stereoselektiivisyys sellaisten reagenssien 
kanssa, jotka eivät osallistu vetysidoksiin osoittaa, miten vetysidokset eivät ole 
merkittävässä asemassa DYKAT-mekanismin taustalla. Myös poikkeuksia löytyy, sillä 2´-
deoksi-2´-(trifluoriasetyyliamino)-uridiini-3´-vetyfosfonaatin reaktiossa etanolin kanssa 
stereoselektiivisyys on käänteinen. Selitys ei löydy steerisistä tekijöistä, sillä steerisesti 
vastaavat yhdisteet reagoivat eri tavalla. Näin ollen käänteinen stereoselektiivisyys johtuu 
erityisen vahvasta vetysitoutumisesta P=O:n ja H-N:n välillä, jolloin vetysitoutumisen 
polarisaatio on käänteinen. Niinpä steeriset ja elektrostaattiset tekijät vaikuttavat eri 
suuntiin, jolloin lopputuloksena saadaan lievästi käänteinen stereoselektiivisyys. Steeriset 
tekijät asettavat myös ylärajan sille, minkä kokoisten 2´-O-substituenttien kohdalla P-
epimerisaatio on tehokasta. Stereoselektiivisyys heikkenee, kun substituentin koko kasvaa 
tarpeeksi suureksi. 2´-X-fenyylijohdannaisten tapauksessa fenyylin ja pyridiinin 
pinoutumisesta johtuvat vuorovaikutukset aiheuttavat stereoselektiivisyyden katoamisen. 
5´-O:n ympäristön modifikaatiot eivät puolestaan vaikuta stereoselektiivisyyteen. 3D-
mallinnuksen avulla voidaan selittää reaktioon vaikuttavia steerisiä tekijöitä (kuva 29).32 
  
Kuva 29: 3D-mallinnoksen avulla havaitaan steerisiä tekijöitä, jotka vaikuttavat seka-anhydridin eri 
diastereomeerien antiperiplanaarisissa konformaatioissa. Kaariviivalla on merkitty steerisesti 
rajoittuneempi puoli, joka johtuu vuorovaikutuksesta 2´-O-suojaryhmän kanssa. Täydellinen 














Seka-anhydridin Dp-diastereomeerin 74 antiperiplanaarisessa konformaatiossa (vastaa 
energiaminimiä) P-H-sidos osoittaa steerisen esteen muodostavan 2´-O:n substituentin 
suuntaan ja P=O-sidos on steerisesti vapaammalla puolella. Seka-anhydridin Lp-
diastereomeerin 73 tapauksessa P=O-sidos on vastaavassa konformaatiossa steerisesti 
rajoittuneemmalla puolella. Näin ollen jälkimmäinen diastereomeeri on energeettisesti 
epästabiilimpi. Toisaalta Lp-diastereomeerin 73 kohdalla nukleofiilin hyökkääminen ja 
lähtevän ryhmän irtoaminen ei onnistu anti-konformaatiossa. Syn-konformaatio onkin 73:n 
tapauksessa energeettisesti edullisempi konformaatio. Vastaavasti Dp-diastereomeerin anti-
konformaatio 74 on energeettisesti edullisempi. Syn-konformaatio on näistä kahdesta 
alttiimpi alkoholin reaktiolle, mikä puolestaan selittää Lp-diastereomeerin 73 suuremman 
reaktiivisuuden kytkentäreaktiossa alkoholin kanssa.32 
1.3 Vetyfosfonaattimenetelmä käytännössä 
Vetyfosfonaatin kytkentäreaktio onnistuu liuoksessa tai kiintokantajalla. Kun 
kytkentäraktio tehdään koneellisesti kiintokantajalla, on vetyfosfonaatti ja pivaloyylikloridi 
sekoitettava ennen reaktiota teknisistä syistä johtuen. Tällöin mekanistisessa tarkastelussa 
kuvatut ongelmat esiaktivaation ja siitä seuraavien sivureaktioiden kanssa korostuvat, kun 
bisasyylifosfiittia ehtii muodostua.12 Ensimmäisissä deoksioligonukleotidien synteeseissä 
vetyfosfonaattimenetelmällä käytettiin kantajana sukkinyylisilikaa ja kytkentäreagenssina 
difenyyliklorofosfaattia1. Dinukleosidivetyfosfonaattia voidaan pivaloyylikloridin avulla 






































Kuva 30: Vetyfosfonaattimonomeerin kytkentäreaktio OH-ryhmän kanssa.2  
Jotta vältytään sivureaktioilta, kytkentäreagenssi lisätään reaktioseokseen viimeisenä. 
Vetyfosfonaattidiesterin synteesissä ei yleensä muodostu merkittävästi sivutuotteita, sillä 
kytkentäreaktio tapahtuu nopeasti. Sivureaktioita voidaan seurata NMR:n avulla, mikäli 
käytetään suurta kytkentäreagenssiylimäärää. Sivureaktioiden kannalta 
vetyfosfonaattimenetelmä soveltuu vielä paremmin oligoribonukleotidien valmistamiseen, 
sillä tällöin 2´-OH:n suojauksen takia osa sivureaktioista voidaan välttää kokonaan. 42 
Pidempiä deoksioligonukleotidiketjuja (20 ja 40 yksikköä) voidaan valmistaa hyvällä 
saannolla. Dimetoksitrityylisuojaus poistetaan kytkentäreaktioiden välissä esimerkiksi 
2.5 % DCA/DCM-liuoksella. Reaktiossa voidaan käyttää pienempää 
mononukleosidiylimäärää kuin vastaavissa reaktioissa fosforiamidiitti tai 
fosfotriesterimenetelmillä. Etuna fosforamidiittimenetelmään on myös se, että menetelmä 
ei ole yhtä herkkä kosteudelle.2 Reaktion optimoinnin avulla on kehitetty menetelmä, jonka 
avulla voidaan valmistaa yli sadan emäksen pituisia DNA-oligomeeriä automatisoidusti 
kiintokantajalla DNA syntetisaattorin avulla. Menetelmä koostuu ketjun kasvatusvaiheesta 
sekä ketjun hapetuksesta jodin avulla. Lopuksi syntetisoitu oligonukleotidi ketju irroitetaan 
kantajasta väkevän ammoniakin avulla. Oligonukleotidiketjua kasvatettaessa on vaiheet: 
detritylointi, pesu ja kondensaatioreaktio. Automatisoidusta menetelmästä syntetisaattorilla 
löytyy kaksi variaatiota, jotka eroavat hyvin vähän toisistaan. Kummassakin käytetään 
kantajana huokoista lasia ja kytkentäreagenssina pivaloyylikloridia. Merkittävä ero näiden 
metodien välillä on kytkentäreagenssin ja monomeerin lisääminen reaktoriin. Toisessa 
tutkimuksessa monomeeri ja kytkentäreagenssi lisätään reaktoriin yhdessä, kun toisessa 
menetelmässä esiaktivaatio pyritään välttämään lisäämällä kytkentäreagenssi ja monomeeri 
vuorottelevina segmentteinä reaktoriin. Kun kytkentäreagenssi ja monomeeri lisätään 
reaktioseokseen vuorotellen, ei sivutuotteena syntynyt lyhyempiä oligomeereja, joita 
havaitaan, mikäli monomeeri ja kytkentäreagenssi lisättiin samassa vaiheessa. 
Esiaktivaatio saatin näin minimoitua. Vastaavasti voidaan tehdä myös 
oligoribonukleotidien synteesissä, kun 2´-hydroksyyliryhmä on suojattu t-
butyylidimetyylisilyyliryhmällä.43 Tällöin ketjun pidentämisvaihe onnistuu lähes 
kvantitatiivisesti.43 Pisimmän ketjun tapauksessa (21-meeri) havaitaan 
geelielektroforeesissa hieman myös lyhyempää oligoribonukleotidiketjua.43 Lyhyempien 




Pyridiini on tavallinen katalyytti synteeseissä, joissa pivaloyylikloridi on 
kytkentäreagenssina. Kinoliini toimii katalyyttinä kuten pyridiini, mutta ei johda samalla 
tavalla sivureaktioihin, koska se ei ole yhtä emäksinen kuin pyridiini. Näin ollen pyridiinin 
korvaaminen kinoliinilla edesauttaa tuotteen muodostumista ilman sivutuotteita. Kinoliinin 
avulla kytkentäreaktion kesto on liuoksessa 30 s ja kiintokantajalla 1.5-2 min. 
Kiintokantajalla tehtävää synteesiä voidaan kehittää käyttämällä liuottimena ACN:kinoliini 
(4:1)-liuosta, kun vetyfosfonaattia käytettiin 10 ekv ja PivCl:a 5-6 ekv vetyfosfonaattiin 
verrattuna. Tällöin yhden syklin kesto on 5-6 min ja saanto/sykli oli noin 99 %. Kyseisellä 
menetelmällä voidaan syntetisoida 40 yksikön mittaisia oligodeoksiribonukleotidejä.15 
Useiden kytkentäreagenssien soveltuvuutta synteesiin kiintokantajalla on tutkittu (mm. 
etikkahappoanhydridi, isobutyryylianhydridi, pivaloyylianhydridi, pivaloyylikloridi, 
pivaloyylibromidi, bentsoyylikloridi, isobutyyliklooriformaatti, difenyylikloorifosfaatti).2 
Näistä vaihtoehdoista pivaloyylikloridi osoittautui parhaaksi.2 Myös 1,3-dimetyyli-2-
kloori-imidatsoliumkloridi (DMCI) osottautui hyväksi kytkentäreagenssivaihtoehdoksi 
automatisoidussa DNA-oligomeerisynteesissä kiintokantajalla.27 Kun sitä verrataan 
pivaloyylikloridiin d-(Tp)14T:n valmistuksessa, havaitaan kytkentäreagenssien olevan yhtä 
tehokkaita.27 DMCI:n etuna on se, että kytkentäreaktiossa voidaan käyttää pienempää 
kytkentäreagenssin ylimäärää pivaloyylikloridiin verrattuna.27 Kun verrataan 
kytkentäreagensseja TPS-Cl, OXP, DPCP ja pivaloyylikloridi, ei trityylimäärityksen 
perusteella eri kytkentäreagenssien välillä ei ole merkittävää eroa. Geelielektroforeesin 
perusteella kyseinen menetelmä toimii parhaiten, kun kytkentäreagenssina käytetään 
pivaloyylikloridia. Muita reagensseja käytettäessä halutun tuotteen lisäksi muodostuu 
lyhyempiä oligonukleotidiketjuja, kun pivaloyylikloridin yhteydessä havaitaan vain 
haluttua oligonukleotidiketjua. Kun dimeerisynteesi tehdään liuoksessa ei näiden 
reagenssien välillä ei ole suurta eroa kondensaatioreaktion tehokkuuden tai tuotteen 
puhtauden suhteen. Näin ollen voidaan todeta, että käytetty menetelmä soveltuu parhaiten 
pivaloyylikloridille, mutta menetelmää muuttamalla voisi myös muut kytkentäreagenssit 
olla käyttökelpoisia kiintokantajalla. Erityisesti silloin, kun käytetään suurempaa ylimäärää 
kytkentäreagenssia, täytyy kytkentäreagenssin valintaan kiinnittää enemmän huomiota. 
Tämä johtuu siitä, että normaalioloissa kytkentäreaktio on niin nopea, ettei sivureaktioita 
ehdi juurikaan tapahtua. Suurta kytkentäreagenssiylimäärää käytettäessä yliaktivaatiota 
ehtii tapahtua. Myös pidemmät reaktioajat korostavat sivureaktioiden merkitystä. Kyseistä 




halutaan tehdä synteesiä suuremmassa mittakaavassa, täytyy kytkentäreagenssin määrää 
lisätä. Tällöin kannattaakin käyttää sellaista kytkentäreagenssia, joka ei saa aikaan 
sivureaktioita suurenkaan ylimäärän johdosta (esim. OXP). Suuren mittakaavan synteesiä 
kiintokantajalla käsitellään myöhemmin.4,6 
Ensimmäisissä liuossynteeseissä vetyfosfonaattimenetelmällä 5´-O-
dimetoksitrityylitymidiini-3´-vetyfosfonaatin trietyyliammoniumsuola reagoi 3´-O-
bentsoyylitymidiinin kanssa.45 Kytkentäreagensseina kokeiltiin myös 
klooridifenyylifosfaattia, 2,4,6-triisopropyylibentseenisulfonyylikloridia sekä vastaavaa 
tetratsolia.45 Reaktiivinen intermediaattianhydridi ei ole kovin stabiili.45 Diesterin saanto 
pienenee huomattavasti, mikäli 5´-O-dimetoksitrityylitymidiini-3´-vetyfosfonaatti reagoi 
kytkentäreagenssin ja pyridiinin kanssa, ennen 3´-O-bentsoyylitymidiinin lisäystä.45 Syy 
saannon pienenemiseen käsiteltiin reaktion mekanistisessa14 tarkastelussa. Reaktion nopeus 
on suurin, kun kytkentäreagenssina käytetään klooridifenyylifosfaattia yhdessä N-metyyli-
imidatsolin kanssa.45 
Kun oligonukleotidejä halutaan syntetisoida suuressa mittakaavassa, on liuossynteesi 
edullisempi vaihtoehto kantajalla tehtävään synteesiin verrattuna. Kun synteesi tehdään 
liuoksessa, riittää pienempi ylimäärä reagensseja. Liuossynteesissä reaktiolämpötilaa on 
myös helpompi kontrolloida. Yleisimmin käytetty menetelmä liuoksessa tehtävässä 
synteesissä on fosfotriesterimenetelmä46, mutta myös vetyfosfonaattimenetelmää voidaan 
hyödyntää. Pivaloyylikloridi on yksi yleisimmin käytetyistä kytkentäreagensseista DNA:n 
oligomeerisynteesisssä vetyfosfonaattimenetelmällä, mutta liuoksessa tehtävissä 
synteeseissä myös muut kytkentäreagenssit ovat mahdollisia. Näistä käytetyimpiä ovat 
NEP-Cl47, OXP47 ja Ada-Cl48. Sopivan kytkentäreagenssin löytäminen on tärkeää, jotta 
reagenssi reagoi selektiivisesti tuottaen vain haluttua kytkentäreaktiotuotetta.22 Jotta 
reaktio olisi selektiivinen kytkentäreaktion suhteen, tulisi kytkentäreaktion olla nopeampi 
kytkentäreagenssin sivureaktioihin verrattuna.22 Erityisesti steeriset tekijät vaikuttavat 
kytkentäreagenssin selektiivisyyteen.22 Steerisesti rajoittuneen kytkentäreagenssin avulla 
saadaan aikaan reaktiivisuuseroja, mikä johtaa selektiivisempään reaktioon.22 Myös 
kytkentäreaktion nopeus on huomioitava varsinkin pidempiä oligonukleotidiketjuja 
sytetisoitaessa. Suuren mittakaavan synteesi onnistuu myös kiintokantajalla. Suuressa 
mittakaavassa ei voida taloudellisista syistä käyttää niin suuria reagenssiylimääriä kuin 




vetyfosfonaatin kanssa, kun kytkentäreagenssina on pivaloyylikloridi.49 14 µmol skaalan 
reaktiossa käytetään biosearch 8600 syntetisaattoria.49 Vetyfosfonaatin DBU-suolaa (15 
mM) ja pivaloyylikloridia (75 mM) lisätään reaktoriin peräkkäisinä 0,5 sekunnin pulsseina 
kumpaakin yhteensä 80 µl/sekunti.49  Reaktion jälkeen tuote detrityloidaan ja irroitetaan 
kantajasta ammonolyysin avulla. Sitten tuotetta analysoidaan HPLC:n avulla. Kun 
vetyfosfonaattia käytetään 90 sekuntin reaktiossa 4 ekv, TT-dimeerin saanto on 92%.49  
Reagoimatonta  tymidiiniä T jää reaktioseokseen 8 %.49  Vetyfosfonaattiylimäärän 
pienentäminen vähentää myös tuotteen saantoa ja lisää reagoimattoman tymidiinin T 
määrää reaktioseoksessa.49 Toisaalta pivaloyylikloridin lisääminen tehostaa enemmän 
reaktiota pivaloyylikloridin ja vetyfosfonaatin (Piv-T) välillä kuin kytkentäreaktiota.49 Kun 
reaktiosyklien väliin integroidaan 15 sekunnin tauko, ainoastaan PivT:n muodostuminen 
tehostuu.49 Vasta 180 sekuntin tauko syklien välissä kasvattaa tuotteen TT saantoa 
merkittävästi.49 Voidaan todeta, että Piv-T ei ole tarpeeksi reaktiivinen aiheuttaakseen 
ongelmia reaktion kannalta, vaan suurin ongelma reaktiossa on reaktioseokseen jäävä 
tymidiini. Tämä täytyy ottaa huomioon, kun syntetisoidaan pidempää 
oligonukleotidiketjua. Pienessä mittakaavassa voidaan käyttää suurta 
vetyfosfonaattiylimäärää, jolloin reagoimattoman tymidiinin määrä minimoituu. Suuressa 
mittakaavassa tämä tulee liian kalliiksi. Tutkimuksessa havaitaan että pivaloyylikloridi ei 
ole tarpeeksi tehokas reagoimaan reaktioseokseen jäävän tymidiinin kanssa.49 Näin ollen 
reagoimaton tymidiini poistetaan lisäämällä reaktioseokseen syklin päätteeksi 
syanoetyylivetyfosfonaattia.49 Syanoetyylivetyfosfonaatti on suhteellisen edullinen 
reagenssi ja virhesekvenssit on helppo poistaa ammoniakkilisäyksen jälkeen polaarisen 5´-
fosfaatin ansiosta. Pidempien oligonukleotidiketjujen synteesi (8-meeri, 26-meeri) 
onnistuu tällä menetelmällä hyvällä saannolla (yli 81 %).49   
2 Kokeellinen osa 
2.1 Johdanto 
Käytetyimmät menetelmät oligonukleotidisynteesissä ovat fosforiamidiittimenetelmä ja 
vetyfosfonaattimenetelmä. Yleensä synteesi tehdään kiintokantajan pinnalla. 
Kiintokantajalla tehty synteesi soveltuu parhaiten, kun valmistetaan pieniä määriä 




Mikäli halutaan valmistaa suuria määriä lyhyitä oligonukleotidiketjuja, liuoksessa 
tehtävällä synteesillä on useita etuja. Liuoksessa tehtävässä synteesissä tarvitaan pienempi 
ylimäärä reagensseja kuin kiintokantajalla, mikä johtaa taloudellisempaan reaktioon. 
Toisaalta, kun synteesi tehdään liuoksessa kantajasta ei myöskään aiheudu 
lisäkustannuksia.3,50  
Tutkimuksen tavoitteena oli valmistaa suuressa mittakaavassa trimeeriä, jonka emäksenä 
olisi 5-hydroksimetyylisytosiini. 5-hydroksimetyylisytosiini on tärkeä sytosiinin 
modifikaatio, joka vaikuttaa geenien ekspressioon. Syöpäsoluissa on havaittu erittäin 
alhaisia 5-hydroksimetyylisytosiinipitoisuuksia terveisiin soluihin verrattuna. Toisaalta 5-
hydroksimetyylisytosiini vaikuttaa solujen erilaistumisprosesseissa ja keskushermoston 
korkean kognitiivisen toiminnan alueilla.51  
Lyhyitä oligonukleotidiketjuja tarvitaan suuria määriä, kun tutkitaan nukleotidien 
modifikaatioita ja niiden vuorovaikutuksia. Näin ollen synteesiä kokeiltiin ensin luoksessa 
vetyfosfonaattimenetelmällä5. Trimeerin synteesi ei onnistunut trimeerin epästabiiliuden 
takia. Näin ollen synteesi siirrettiin liukoiselle kantajalle. Tällöin hyödynnettiin liuoksessa 
tehtävän synteesin edut, ja saatiin stabiilimpi trimeeri kantajan avulla. Tutkimuksessamme 
käytettiin kahta liuoksessa toimivaa kantajamolekyyliä: polyetyleeniglykolia (PEG)3 ja 
tetrakis{[4-(atsidometyyli)fenoksi]metyyli}metaania50 (tetrapodaalinen kantaja, TPS). 
Tetrapodaalisen kantajamolekyylin etuna PEG:n verrattuna on sen pieni koko ja 
symmetrisyys. Se kykenee myös sitomaan neljä kasvavaa oligonukleotidiketjua, kun PEG 
voi sitoa vain yhden. Näin ollen TPS:n etuna PEG:n verrattuna on parempi 
atomitehokkuus. Kantajat eroavat toisistaan myös tuotteen saostuksen suhteen. Kun 
kantajana oli PEG, käytettiin saostuksessa eetteriä.3 TPS:n pitäisi lähdeviitteen mukaan 
saostua metanolilla.50 Metanolin etuna on se, että reagoimattomat lähtöaineet liukenevat 
siihen paremmin kuin eetteriin, jolloin tuotteen pitäisi saostua puhtaampana. 
Sytosiinijohdannaisen sijaan tutkimuksessa käytettiin tymidiiniä, sillä tymidiinin 
käyttäminen kokeiluissa oli huomattavasti edullisempaa. Seuraavassa vaiheessa tavoitteena 




2.2 Tulokset ja tulosten tarkastelu 
2.2.1 Monomeerisynteesit 
2.2.1.1 5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiini 
Vetyfosfonaattimenetelmää varten valmistettiin vetyfosfonaattimonomeeri kirjallisuudessa 
kuvatulla tavalla. Ensin tymidiinin 5´-hydroksyyliryhmä suojattiin 4,4’-
dimetoksitrityyliryhmällä.52 Tämän jälkeen syntetisoitiin vetyfosfonaattimonomeeri 
difenyylifosfiitin avulla.53 Reaktiot on esitetty seuraavassa kuvassa. 
 
Kuva 31: Tymidiinin 5’ OH-ryhmän suojaus52 ja reaktio difenyylifosfiitin53 kanssa.  
Tritylointireaktio lopetettiin lisäämällä metanolia, ennen kuin reaktio oli TLC:n perusteella 
lopussa. Tämä saattoi vaikuttaa reaktion saantoprosenttiin (77 %). Suojauksen jälkeen 
muodostettiin vetyfosfonaattimonomeeri, kun nukleosidin annettiin reagoida 
difenyylifosfiitin53 80 kanssa. Vetyfosfonaattimonomeerin valmistuksessa on useita 
vaihtoehtoisia menetelmiä. Reaktiossa olisi esimerkiksi voitu käyttää fosforihapoketta ja 
aktivaattorina 5,5-dimetyyli-2-okso-2-kloori-1,3,2-dioksafosforinaania54. Fosforihapoke on 
edullisempi reagenssi difenyylifosfiittiin verrattuna, mutta reaktio difenyylifosfiitin kanssa 
on nopeampi. Näin ollen päädyttiin käyttämään difenyylifosfiittia. Tuotteen saantoprosentti 
oli 96 %, joten reaktio onnistui erinomaisesti. 
2.2.1.2 5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-(2-syanoetyyli)-O-vetyfosfonaattitymidiini 
Hapettavaa vetyfosfonaattikytkentäreaktiota varten valmistettiin 








































Kuva 32: Syanoetyyliryhmän liittäminen vetyfosfonaattimonomeeriin.55 
Lähtöaineet pyrittiin saamaan reagoimaan tuotteiksi mahdollisimman täydellisesti, mm. 
reaktioaikaa pidentämällä. Näin tehtiin, jotta vältyttäisiin tuotteen puhdistukselta. 
Aiemmassa kokeilussa pylväskromatografinen puhdistus aiheutti tuotteen hajoamisen. 
2.2.2 Trimeerisynteesit vetyfosfonaattimenetelmällä 
Vetyfosfonaattimenetelmä on herkkä kosteudelle. Näin ollen kaikki trimeerisynteesit 
pyrittiin tekemään mahdollisimman pienellä kosteusaltistuksella. Mahdollisuuksien 
mukaan reagenssiastiat täytettiin argon-kaasulla jo vakuumilinjastossa ja reagenssit 
injektoitiin argonilla täytettyyn reaktiosysteemiin. Kaikki reagenssit ja lasitavara kuivattiin 
huolellisesti. 
2.2.2.1 Trimeerisynteesi PEG-kantajalla 
PEG-ketjun liittäminen vetyfosfonaattimonomeeriin tehtiin sukkinyylilinkkerin avulla. 




























Kuva 33: Esterin muodostuminen DMAP:n katalysoimassa reaktiossa, PEG-ketjun liittäminen nukleosidiin 
sekä trityylisuojauksen poistaminen. 3,52 Ensimmäisessä vaiheessa 5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)tymidiinin 79 
annettiin reagoida sukkinianhydridin kanssa 4-dimetyyliaminopyridiinin (DMAP) katalysoimassa reaktiossa. 
Tuote 82 käytettiin puhdistamattomana jatkoreaktiossa. Seuraavassa vaiheessa molekyyliin liitettiin 
polyetyleeniglykoliketju (PEG). Reaktiossa disykloheksyylikarbodi-imidi (DCC) toimi kytkentäreagenssina. 
DMAP:a käytettiin katalyyttinä kuten edellisessä reaktiossa. Detritylointi tehtiin käyttämällä 6 % 
dikloorietikkahappoa dikloorimetaanissa. 
Dimetoksitrityylimäärityksen (kts. yleiset menetelmät) perusteella reaktiossa sitoutuneen 
nukleosidin määrä oli 135 µmol/g.52 Koska sitoutuneen nukleosidin määrä oli alhainen 
maksimaaliseen sitoutumiseen verrattuna (178 µmol/g), päätettiin reagoimattomat OH-
ryhmät asetyloida. Asetylointi pienensi reaktion kokonaissaantoa, sillä ylimääräisissä 
saostuksissa menetettiin tuotetta. Tuotteen 83 saanto oli kuitenkin kohtuullinen (65 %).3 
Tuotteen detritylointi tehtiin vain kerran. Dimetoksitrityylimäärityksen (kts. yleiset 
menetelmät) perusteella detrityloinnin toistaminen ei parantanut merkittävästi 
detritylointivaiheen onnistumista. Toisaalta detrityloinnin toistaminen vaikutti saantoon 
negatiivisesti. Saostuksen toistaminen aiheutti suuremman tuotteen hävikin. 
Detritylointivaihe jouduttiin toistamaan trimeerin synteesissä moneen kertaan. Näin ollen 
detrityloinnin uusimisen kokonaisvaikutus trimeerin saantoon olisi ollut huomattava. Tässä 





















































2.2.2.1.1 Hapettava vetyfosfonaattikytkentäreaktio, monomeerinä 5’-O-
(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-(2-syanoetyyli)-O-vetyfosfonaattitymidiini 
Ensin valmistettiin DMT-TTT-trimeeri hapettavalla kytkentäreaktiolla. Tästä 
menetelmästä lähdettiin liikkeelle siksi, että reagenssi 80 on varaukseton toisin kuin 
suojaamaton vetyfosfonaattimonomeeri 15. Varaukseton reagenssi 80 jää varauksellista 
reagenssia helpommin eetteriliuokseen tuotetta saostaessa. Näin ollen reagoimaton 
lähtöaine 80 on helpompi erottaa tuotteesta saostuksen yhteydessä. Trimeerisynteesin 





Kuva 34: DMT-TTT-trimeerin synteesi hapettavalla kytkentäreaktiolla. Dimeeri 85 syntetisoitiin hapettavalla 
kytkentäreaktiolla, jossa N-bromisukkinimidi (NBS) toimi aktivaattorina. Dimeeri 85 saostettiin eetterillä, ja 
tuote käytettiin kokonaisuudessaan jatkoreaktioon. Detritylointi tehtiin käyttämällä 3 % 
dikloorietikkahappoa dikloorimetaanissa. Trimeerin synteesi tehtiin toistamalla hapettava kytkentäreaktio. 
Lopullinen tuote 88 vapautettiin linkkeristä ammonolyysillä.3 
Dimeeri 85 saostui eetterin avulla hyvin, sillä eetteriliuos ei TLC:n perusteella sisältänyt 
dimeeriä. Dimeeri 85 saostui epäpuhtaana, joten se puhdistettiin uudelleenkiteyttämällä 





























































































































epäpuhtauksista siirtyi asetonitriiliin. Toisaalta uudelleenkiteytys kasvatti tuotteen 
hävikkiä. Dimetoksitrityylimäärityksen (kts. yleiset menetelmät) perusteella reaktiossa 
sitoutuneen nukleosidin määrä oli 176.69 µmol/g. Käytetty lähtöaine 83 sisälsi 
dimetoksitrityyliä 150 µmol/g. Näin ollen tuloksen perusteella ei voida tehdä 
johtopäätöksiä reaktion onnistumisesta, sillä dimetoksitrityylimäärityksessä oli 
epätarkkuutta. Epätarkkuutta aiheutti punnitseminen sekä reagoimattomien reagenssien 
saostuminen. Detrityloidun dimeerin massa oli 0.79 g. Näin ollen detrityloidun dimeerin 
saantoprosentti lähtöaineesta 83 laskettuna oli 93 %. Kun saantoprosentti laskettiin 
absorbanssimittauksen perusteella ja käytettiin detrityloidun tuotteen massaa (joka on 
pienempi kuin todellinen tuotteen 86 massa), saatiin saantoprosentiksi 93 %. Trimeerin 
synteesi tehtiin toistamalla hapettava kytkentäreaktio, kuten edellä. 
Dimetoksitrityylimäärityksen (kts. yleiset menetelmät) perusteella reaktiossa sitoutuneen 
nukleosidin määrä oli 164.91 µmol/g. Lopullisesta tuotteesta valmistettiin HPLC näyte 






Kuva 35: Hapettavalla kytkentäreaktiolla syntetisoidun trimeerin HPLC-kromatogrammi. Kuvaan on 
merkitty DMT-TTT-trimeeriä ja TTT-trimeeriä kuvaavat piikit. 
DMT-TTT-trimeeriä ja TTT-trimeriä vastaavien HPLC-piikkien yhteenlaskettu pinta-ala 
oli 129.8 mAUs. HPLC-standardin avulla voitiin laskea trimeerin määrä (6.30x10-7 mol/g) 
tuotteessa (kts. yleiset menetelmät). Näin ollen trimeerin saantoprosentti lähtöaineen 82 
dimetoksitrityylimääritykseen verrattuna oli 0.36 %. Niinpä menetelmä todettiin 
toimimattomaksi suuremman skaalan synteesiä varten. Merkittävimpien piikkien kohdalla 
eluoituneet liuokset otettiin talteen MS-spektrien mittausta varten. MS-spektrit eivät 






2.2.2.1.2 Trimeerin valmistaminen vetyfosfonaattimenetelmällä, monomeerinä 5´-O-
(4,4´-dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiini 
Koska hapettava kytkentäreaktio ei osoittautunut toimivaksi suuremman skaalan synteesiä 
varten kokeiltiin seuraavaksi vetyfosfonaattimenetelmää5, jossa monomeerinä käytettiin 5’-
O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiiniä. Seuraavassa kuvassa on esitetty 





Kuva 36: 5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-fosfonaatti-TTT-trimeerin valmistaminen 
vetyfosfonaattimenetelmällä.5,3 Reaktiossa oli aktivaattorina OXP. Dimeeri saostettiin eetterillä. Detritylointi 
tehtiin käyttämällä 6 % dikloorietikkahappoa dikloorimetaanissa. Trimeeri hapetettiin ennen ammonolyysiä. 
Ensimmäisissä kokeiluissa reaktioaika oli kolme tuntia. Kun reaktiota seurattiin NMR:n 
















































































































































minuutin pituiseksi. NMR-seurannassa huomattiin myös, että dimeeri ei merkittävästi 
hajonnut ajan funktiona.  
Dimeeristä 89 tehdyn dimetoksitrityylimäärityksen perusteella sitoutuneen nukleosidin 
määrä oli alhainen (90.78 µmol/g).52 Synteesissä käytetty lähtöaine sisälsi 
dimetoksitrityyliä 150 µmol/g. Koska supporttiin sidotun nukleosidin määrä oli niin 
alhainen vapaat reagoimattomat 5´-OH-ryhmät asetyloitiin3. Kuitenkin tuote sisälsi 
edelleen reagenssijäämiä, mikä vaikutti dimetoksitrityylimäärityksen tarkkuuteen. 
Asetylointi vaikutti dimeerin detritylointiin. Ensimmäisen detrityloinnin yhteydessä 
trityylin punaista väriä ei havaittu liuoksessa. Näin ollen detritylointivaihe uusittiin, jolloin 
trityylin väri oli selkeä. 
Seuraava nukleosidi liitettiin ketjuun toistamalla reaktio.3 Tuotteen 91 saantoprosentti oli 
melko huono (43 %).  Saantoprosentin laskeminen ei kuitenkaan kerro kaikkea, sillä 
reaktion eri vaiheissa otettiin useita NMR-näytteitä sekä absorbanssinäytteitä, joita ei ole 
huomioitu saantoprosenttia laskettaessa. 
Seuraavassa vaiheessa trimeeri 91 hapetettiin ja PEG-ketju irroitettiin ammonolyysin 
avulla. Ammonolyysin jälkeisessä haihdutuksessa liuos kuohui voimakkasti, joten lisättiin 
etanolia.3  
Tuotteen mukana saostui reagoimattomia lähtöaineita. Varsinkin fosfonaatti 15 ja huonosti 
liukeneva OXP saostuivat NMR:n perusteella tuotteen kanssa. Toisaalta myös tuotetta 
menetettiin aina saostuksen yhteydessä liuosfaasiin. Tuotteen tehokasta saostumista ilman 
reagenssijäämiä pyrittiin parantamaan eri menetelmillä. Seuraavassa kuvassa on esitetty 
reagenssi 52, jota käytettiin fosfonaatin stabilointiin.56 Oletettiin, että stabiilimpi 






Kuva 37: Vetyfosfonaattireaktiossa käytetty reagenssi 52, 2-(4-kloorifenyyli)sulfanyyli-1-isoindoli-1,3-dioni. 
Reagenssia 52 käytettiin, koska se johtaa stabiilimpaan varauksettomaan tuotteeseen. 52 reagoi 
vetyfosfonaatin kanssa suojaten sen. Reagenssin 52 rikki korvaa vetyfosfonaatin vedyn, jolloin fosfori 
hapettuu. Tämä hapetettu suojattu fosfonaatti on edellistä stabiilimpi. 56 
Reagenssi 52 liukeni erittäin huonosti reaktioliuokseen. Reaktiotuotteen saanto oli huono 
eikä reagenssin lisäämisestä havaittu hyötyä.  
Reagoimatonta fosfonaattia 15 pyrittiin poistamaan lisäämällä reaktion jälkeen metanolia. 
Odotuksena oli, että 15 reagoisi metanolin kanssa, jolloin tuote olisi neutraali. Neutraali 
sivutuote liukenisi paremmin eetteriin eikä saostuisi yhdessä halutun tuotteen kanssa. 
Toisaalta suuremman ryhmän kiinnittyminen johtaisi siihen, että liukoisuus orgaaniseen 
faasiin kasvaisi. Kuitenkaan metanolin lisäys ei näkyvästi vähentänyt reagenssijäämien 
saostumista. Myös kolesterolia kokeiltiin vastaavaa tarkoitusta varten, mutta ei saavutettu 

















































käyttämällä mahdollisimman pientä ylimäärää kyseistä reagenssia. Siksi alkuperäinen 
fosfonaati 15 määrä (5 ekv) pudotettiin 1.1 ekvivalenttiin. Näin saatiin tuote saostumaan 
mahdollisismman puhtaana. Tämä oli tärkeää, jotta sivutuotteiden määrä ei trimeerin 
valmistuksessa kasvaisi.  
Lopullisesta tuotteesta 93 valmistettiin HPLC-näyte (34.6 mg/ml). Seuraavassa kuvassa on 
esitetty mitattu HPLC-kromatogrammi. 
 
Kuva 38. Vetyfosfonaattimenetelmällä PEG-kantajalla syntetisoidun DMT-TTT-trimeerin HPLC-
kromatogrammi. Kuvaan on merkitty myös muita piikkejä vastaavat rakenteet, jotka tunnistettiin MS-
spektrien avulla. 
DMT-TTT-trimeeriä ja TTT-trimeeriä vastaavien piikkien (19.6 min ja 8.66 min) 








standardin avulla (kts. yleiset menetelmät). Näin ollen trimeerin määrä tuotteessa oli 
8.35x10-6 mol/g. Kun tätä tulosta verrattiin lähtöaineen 83 sisältämän dimetoksitrityylin 
määrään saatiin trimeerin saantoprosentiksi 3.6 %. 
Suurimpien piikkien kohdalla eluoituneet liuokset kerättiin talteen MS-spektrin 
mittaamista varten. MS-spektrien perusteella voitiin olettaa, että näytteet sisältävät 
seuraavat yhdisteet: C30H38N6O19P2- (TTT-trimeeri, 8.6, 424), C20H26N4O12P- (TT-dimeeri, 
8.6, 545), C30H39N6O19P2- (TTT-trimeeri, 8.6, 849), C20H28N4O12P+ (TT-dimeeri, 8.6, 547), 
C51H56N6O21P-2 (DMT-TTT-trimeeri, 19.6, 575), C51H57N6O21P2- (DMT-TTT-trimeeri, 
19.6, 1151), C21H19O2+ (trityylikationi, 19.6, 303), C21H19O2+ (trityylikationi 21.4, 303), 
C41H44N4O14P- (DMT-TT-dimeeri, 21.7, 847), C21H19O2+ (trityylikationi, 21.7, 303). 
Tuotteen jälkeen suluissa on kerrottu vastaava rakenne, retentioaika (min) sekä m/z. 
Edellisten lisäksi retentioajalla 21.4 havaittiin yhdiste massalla 1150. Oletettavasti 
kyseinen piikki viittaa tuotteeseen: DMT-TTT-trimeeri C51H57N6O21P2- (m/z = 1151), sillä 
massojen erotus on niin pieni.  
2.2.2.2 Trimeerisynteesi tetrapodaalisella kantajalla 
Vaihtoehtoisesti synteesi toteutettiin käyttämällä tetrakis{[4-
(atsidometyyli)fenoksi]metyyli}metaania (tetrapodaalinenkantaja, TPS) 
kantajamolekyylinä. TPS:n etuna PEG:n verrattuna on sen pieni koko ja symmetrisyys. Se 
kykenee myös sitomaan neljä kasvavaa oligonukleotidiketjua, kun PEG voi sitoa vain 


























































































Kuva 39: Trimeerin valmistaminen tetrapodaalisen kantajan (TPS) avulla.50 Ensin 5´-O-(4,4´-
dimetoksitrityyli)-deoksitymidinyyli-3´-O-TPS detrityloitiin. Seuraavaksi annettiin reagenssin 97 reagoida 
fosfonaatin 15 kanssa OXP:n katalysoimassa reaktiossa.3 Dimeeri 98 saostettiin metanolilla. 
Tetrapodaalinen dimeeri 98 detrityloitiin, jonka jälkeen saostukset tehtiin eetterillä. Tämän jälkeen toistettiin 
reaktio vetyfosfonaatin 15 kanssa ja saatiin tuote 100. 100 hapetettiin ja lopullinen tuote 93 vapautettiin 
kantajamolekyylistä ammonolyysin avulla. 
5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-deoksitymidinyyli-3´-O-TPS:n detritylointi tehtiin ensin 6 % 
DCA/DCM:n avulla.3 Reaktiota ei saatu menemään loppuun. Näin ollen detritylointi 
tehtiin käyttäen HCl/MeOH/DCM-liuosta50. TLC-tulosten perusteella detritylointireaktio 
onnistui paremmin suolahappoliuoksella. Koska detritylointireaktio on tasapainoreaktio, 
neutraloinnin seurauksena detritylointireaktion tasapaino siirtyi yön aikana kohti 




































































































eluenttina liuosta, jossa oli mukana DCA:ta. Näin ollen lopullinen detritylointi tapahtui 
pylväässä, jossa trityylin liittyminen takaisin kantajaan estettiin trityylin ja kantajan eri 
eluoitumisnopeuksien avulla. NMR:n perusteella tuote oli epäpuhdasta, joten se pestiin 
natriumvetykarbonaattiliuoksella ja kylläisellä NaCl-liuoksella. Puhdistuksen yhteydessä 
menetettiin tuotetta 0.1 g. Tämä johtui tuotteen erittäin huonosta liuokoisuudesta sekä 
tuotteen kiinnittymisestä pesussa käytettyjen lasitavaroiden pintoihin. 
Seuraavaksi annettiin reagenssin 97 reagoida fosfonaatin 15 kanssa OXP:n katalysoimassa 
reaktiossa.3 Kantajan huonon liukoisuuden takia jouduttiin reaktioliuokseen lisäämään 1.0 
ml DMF. Dimeeri 98 saostettiin metanolilla. Tetrapodaalisen kantajan etuna edellisiin 
PEG-kantajalla tehtyihin reaktioihin on tuotteen saostus.50 Dimeeri 98 voitiin saostaa 
metanolilla, kun PEG-kantajalla tehdyissä synteeseissä saostus tehtiin eetterillä. 
Reagoimaton fosfonaatti ja muut reagenssijäämät liukenevat paremmin metanoliin kuin 
eetteriin. Näin ollen tuotteen pitäisi saostua puhtaampana TPS-kantajaa käytettäessä. 
Dimetoksitrityylimäärityksen perusteella (kts. yleiset menetelmät) reaktiossa sitoutuneen 
nukleosidin määrä oli 602.8 µmol/g. Näin ollen 67 % lähtöaineen reaktiivisista kohdista 
reagoi muodostaen dimeerin. Tämä on silti hyvä tulos, sillä jokaisessa kantajassa on neljä 
reaktiivista kohtaa. 
Seuraavassa vaiheessa tetrapodaalinen dimeeri 98 detrityloitiin. Detrityloinnin jälkeen 
tuote 99 ei enää saostunut metanolilla. Näin ollen saostus tehtiin eetterillä. Eetteristä ajetun 
TLC:n perusteella trityyli siirtyi eetteriliuokseen, mutta haluttua tuotetta ei ollut liuoksessa. 
Niinpä eetterisaostus todettiin onnistuneeksi.50  
Trimeeri valmistettiin toistamalla reaktio vetyfosfonaatin 15 kanssa, jonka jälkeen tuote 
hapetettiin ja saatiin 101. 101 ei myöskään saostunut metanolilla, joten käytettiin eetteriä. 
Tuotteen massa oli 0.68 g. Koska hapetus tehtiin suoraan reaktioseoksessa, ei 
dimetoksitrityylimääritystä voitu tehdä. Ammonolyysin jälkeisessä haihdutuksessa 
liuoksen kuohumista vähennettiin lisäämällä etanolia. Tuotteesta valmistettiin HPLC-näyte 





Kuva 40. TPS-kantajan avulla syntetisoidun DMT-TTT-trimeerin HPLC-kromatogrammi. Kuvaan on myös 
merkitty muita rakenteita, jotka tunnistettiin MS-spektrien avulla. 
DMT-TTT-trimeeriä ja TTT-trimeeriä vastaavien HPLC-piikkien yhteenlaskettu pinta-ala 
oli 1465.1 mAUs. Näin ollen trimeerin määrä voitiin laskea HPLC-standardin avulla (kts. 
yleiset menetelmät). Niinpä trimeerin määrä tuotteessa oli 6.35x10-5 mol/g, kun näytteen 
tilavuus oli 1.0 ml. Kun tätä tulosta verrattiin lähtöaineen 96 teoreettiseen 
dimetoksitrityylipitoisuuteen, saatiin tuotteen saantoprosentiksi 8.4 %. 
Suurimpien piikkien kohdalla eluoitunut liuos otettiin talteen. Näistä näytteistä ajettiin MS-
spektrit. MS-spektrien perusteella voitiin olettaa, että näytteet sisälsivät seuraavat 
yhdisteet: C51H56N6O21P-2 (DMT-TTT-trimeeri, 19.8, 575), C51H57N6O21P2- (DMT-TTT-








21.7, 303), C41H44N4O14P- (DMT-TT-dimeeri, 21.7, 847), C21H19O2+ (trityylikationi, 25.0, 
303), C21H19O2+ (trityylikationi, 27.9, 303). Tuotteen jälkeen suluissa on kerrottu vastaava 
rakenne, retentioaika (min) sekä m/z. Edellisten lisäksi havaittiin seuraavat tuntemattomien 
sivutuotteiden piikit (min/(m/z)): 11.8/338 (+), 19.8/941 (-), 25/726 (-), 25/1453 (-), 
25/1455 (+), 27.9/607 (-). Oletettavasti piikit 25/726 (-), 25/1453 (-) ja 25/1455 (+) 
viittaavat sivutuotteeseen, joka on tetrameeri DMT-TTTT. Havaitut massat ovat samaa 
suuruusluokkaa tetrameerin massan kanssa.  
2.2.3 Johtopäätökset 
Dimetoksitrityylimääritys ei ole kovin luotettava menetelmä reaktion onnistumisen 
arvioinnissa. Punnitseminen sekä reagenssijäämien saostuminen aiheuttivat virhettä 
määritykseen. Näin ollen HPLC-mittauksista saadut tulokset ovat luotettavampia 
reaktioiden kannattavuuden vertailussa. HPLC-tulosten perusteella trimeerien 
saantorosenteiksi saatiin: 0.36 % (hapettava vetyfosfonaattimenetelmä/PEG), 3.6 % 
(vetyfosfonaattimenetelmä/PEG), 8.4 % (vetyfosfonaattimenetelmä/TPS). Näitä tuloksia 
on kuitenkin syytä käyttää vain eri menetelmien toimivuuden vertailussa. Prosenttiluvut 
itsessään eivät ole luotettavia, sillä saatavilla ollut standardi ei ollut tarpeeksi luotettava. 
Edellisten kokeilujen perusteella voidaan sanoa, että vetyfosfonaattimenetelmät PEG- ja 
TPS-kantajilla olivat potentiaalisimmat menetelmät trimeerisynteesissä. 
Vetyfosfonaattimenetelmää PEG-kantajalla optimoitiin reagenssien määrien suhteen. 
Reaktiota TPS-kantajan avulla kokeiltiin vain kerran, joten optimoinnin avulla päästäisiin 
mahdollisesti parempiin tuloksiin. Toisaalta vetyfosfonaattimenetelmän tulokset ovat 
luotettavampia, sillä reaktiota toistettiin useita kertoja ja saatiin samankaltaisia tuloksia. 
Lähdeviitteen perusteella TPS:n saostus olisi pitänyt onnistua metanolilla trimeerisynteesin 
eri vaiheissa.50 Tutkimuksessa kuitenkin havaittiin, että saostus onnistui metanolilla vain 
dimeerivaiheessa. Tämä on silti etu PEG:n verrattuna, sillä tällöin reagenssijäämät (mm. 
reagoimaton vetyfosfonaatti) saatiin paremmin erilleen tuotteesta. Reagenssijäämien 
liukoisuus on suurempi metanoliin kuin PEG:n kanssa käytettävään eetteriin. Erityisesti 
TPS-kantajaa käytettäessä dimetoksitrityylisuojaryhmän poistaminen aiheutti ongelmia. 
Näin ollen sopivampaa suojaryhmää käyttämällä voitaisiin saada parempia tuloksia. 
Esimerkiksi metoksi-isopropyylisuojaus58 voisi olla varteenotettava vaihtoehto. 




tai Nep-Cl voisivat olla vaihtoehtoisia aktivaattoreita reaktiossa. Seuraavassa vaiheessa 
reaktioita voisi soveltaa muille nukleosideille.  
2.3 Menetelmät  
Yleiset menetelmät: 
Dimetoksitrityylimääritys UV-spektroskopian avulla: Reaktiossa sitoutuneiden 
nukleosidien määrää arvioitiin dimetoksitrityylimäärityksen avulla. Menetelmä perustuu 
siihen, että trityylisuojaus irroitetaan happokäsittelyllä (tässä 6 % DCA/DCM) ja liuoksen 
absorbanssi mitataan 498 nm aallonpituudella. Näytteen massa valittiin 
absorbanssimittaukselle sopivaksi (noin 2.0 mg/10 ml). Reaktiossa sitoutuneen nukleosidin 
määrä (µmol/g) voitiin tällöin laskea seuraavan kaavan avulla.52 
 
 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑠𝑖 498 𝑛𝑚 × ℎ𝑎𝑝𝑝𝑜𝑙𝑖𝑢𝑜𝑘𝑠𝑒𝑛 𝑡𝑖𝑙𝑎𝑣𝑢𝑢𝑠 𝑚𝑙 ×14.3𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑒𝑛 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (𝑚𝑔)  ( 6) 
 
Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (HPLC): HPLC-mittauksissa käytettiin 
seuraavanlaista kolonnia: BDS hypersil, 250 x 4 (mm), partikkelikoko 5.0 (µ). Käytetty 
virtausnopeus oli 1.0 ml/min. Ajo-ohjelma on esitetty seuraavassa taulukossa. 
Aika (min) Ammoniumasetaatti (%) Asetonitriili (%) 
0 100 0 
30 40 60 
40 20 80 




60 100 0 
Taulukko 1: HPLC-spektrien ajo-ohjelma. 
HPLC-näytteet valmistettiin liuottamalla tunnettu määrä näytettä suodatettuun milli-Q-
veteen. Näytteet suodatettiin ennen ajoa.  
Tuotteen määrä saatiin laskettua vertaamalla DMT-TTT:n ja TTT:n HPLC-piikkien 
yhteenlaskettua pinta-alaa tunnettuun standardiin. Standardina käytettiin kiintokantajalla 
valmistettua TTT-trimeeriä (35 µmol/g). DMT-CPG (35 mg) liuotettiin 2 ml nestetettä 
(vesi:asetonitriili, 1:1). Standardin konsentraatio oli c(sta) = 6.13x10-4 mol/l. Seuraavassa 
kuvassa on standardin HPLC-kromatogrammi. 
 




HPLC-standardin trimeeriä vastaavien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala A(sta) = 11688.0 
mAUs. Tällöin voidaan arvioida syntetisoidun trimeerin konsentraatiota laskemalla 
seuraavasti: 
 𝑐 = 𝑐 𝑠𝑡𝑎 𝐴𝐴(𝑠𝑡𝑎)  ( 7) 
, missä A on syntetisoitua trimeeriä vastaavien HPLC-piikkien pinta-ala. Näin ollen 
esimerkiksi hapettavassa kytkentäreaktiossa trimeerin määrä voitiin laskea tunnetun 
standardin avulla käyttänen kaavaa (2). Trimeeriä vastaavien piikkien pinta-ala oli 129.8 
mAUs, joten HPLC-näytteen trimeerikonsentraatio oli 6.81x10-6 mol/l. Näin ollen 
trimeerin määrä tuotteessa oli 6.30x10-7 mol/g, kun näytteen tilavuus oli 1.0 ml ja näytteen 
sisältämän  tuotteen massa oli 10.8 mg. Saatavilla ollut standardi ei kuitenkaan ollut kovin 
luotettava. Näin ollen saantoprosentteja voitiin käyttää menetelmien toimivuuden 
vertailussa, mutta numeeriset saantoprosentit eivät olleet luotettavia.  
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)tymidiini 79. 9.68 g tymidiiniä 77 (0.040 mol, 1.0 ekv) 
haihdutettiin kahdesti kuivan pyridiinin kanssa. Tämän jälkeen lisättiin 80 ml kuivaa 
pyridiiniä ja 14.15 g  (0.042 mol, 1.0 ekv) 4,4’-dimetoksitrityylikloridia 78. 2,5 tunnin 
jälkeen mitattiin TLC. Eluenttina käytettiin dikloorimetaaniliuosta, joka sisälsi 7 % 
metanolia ja 0,1 % trietyyliamiinia. Lähtöainetta oli vielä jäljellä, joten lisättiin 1,0 g 
yhdistettä 78 (yhteensä 15.15 g, 0.045 mol, 1.1 ekv) ja reaktioseos jätettiin sekoitukseen 
yön yli. Seuraavana päivänä lähtöainetta oli edelleen hieman jäljellä TLC:n perusteella, 
mutta reaktio lopetettiin lisäämällä 10 ml metanolia. Tuote haihdutettiin öljyksi. 
Reaktioseos laimennettiin etyyliasetaatilla (250 ml) ja lisättiin kylläistä 
natriumvetykarbonaattiliuosta (70 ml). Orgaaninen faasi pestiin kahdesti 
natriumvetykarbonaattiliuoksella (60 ml, 30 ml) ja kylläisellä natriumkloridiliuoksella (60 
ml, 30 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin vedettömällä natriumsulfaatilla ja haihdutettiin 
öljyksi. Öljy haihdutettiin kolmesti tolueenin kanssa ja kahdesti asetonitriilin kanssa. Tuote 
puhdistettiin uudelleenkiteyttämällä se kahdesti asetonitriilistä. Tuote kuivattiin 
öljypumppulinjastossa. Myös suodokseen jäänyt tuote otettiin talteen. Ensin suodos 
haihdutettiin kuiviin, sitten kuivattiin tuotetta öljypumppulinjastossa. Seuraavaksi 
suodoksesta saatu tuote puhdistettiin uudelleenkiteyttämällä asetonitriilistä. Tuotteen 




1H-NMR (MHz; CDCl3): δ 9.49 (s, 1H, NH), 7.52 (s, 1H, 6), 7.29-7.33 (m, 2H, DMTr), 
7.23-7.11 (m, 7H, DMTr), 6.74 (m, 4H, DMTr), 6.35 (t, J = 6.9 Hz, 1H, 1´), 4.49 (m, 1H, 
3´), 4.00 (m, 1H, 4´), 3.69 (s, 6H, OMe), 3.37 (dd, J = 10.6, 2.9 Hz, 1H, 5´), 3.28 (dd, J = 
10.4, 2.8 Hz, 1H, 5´´) 3.26 (d, J = 3.4 Hz, 1H, 3´-OH), 2.35 (ddd, J = 13.7, 5.9, 2.4 Hz, 1H, 
2´), 2.16-2.26 (m, 1H, 2´´), 1.37 (s, 3H, 5-CH3) 
13C-NMR (MHz; CDCl3): δ 162.3 (5), 156.9 (DMTr), 148.9 (2), 142.6 (DMTr), 134.0 (6), 
133.67 (DMTr), 133.54 (DMTr), 128.3 (DMTr), 126.3 (DMTr), 126.1 (DMTr), 125.3 
(DMTr), 111.4 (DMTr), 109.4 (4), 85.06 (DMTr), 84.52 (4´), 83.00 (1´), 70.58 (3´), 61.84 
(2´), 53.42 (DMTr), 39.12 (5´), 9.980 (C5-CH3) 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-O-vetyfosfonaattitymidiini 15. 10.0 g lähtöainetta 79 (0.018 
mol, 1.0 ekv) kuivattiin haihduttamalla kuivan pyridiinin kanssa. Sitten se liuotettiin 
kuivaan pyridiiniin (60 ml). Tämän jälkeen lisättiin difenyylifosfiitti 80 (21.5 g, 0.092 mol, 
5.0 ekv) ja lähtöaineiden annettiin reagoida argon-ilmakehässä. Reaktiota seurattiin TLC:n 
avulla. Kun reaktioaika oli 45 minuuttia, tuote hydrolysoitiin lisäämällä 32 ml TEA/H2O-
liuosta (1:1). Sekoitusta jatkettiin 15 minuutin ajan. TLC mitattiin myös hydrolyysin 
jälkeen. Tuote haihdutettiin keltaiseksi öljyksi ja laimennettiin dikloorimetaanilla (300 ml). 
Orgaaninen faasi pestiin 5 % NaHCO3:lla (5x100 ml) ja kerran NaCl-liuoksella (200 ml). 
Takaisinuutto tehtiin dikloorimetaanilla (2x100 ml). Orgaaninen faasi pestiin TEAB-
puskurilla (4x50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla ja suodatettiin. Liuotin 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Raakatuotteesta mitattiin TLC. Tuote puhdistettiin 
silikapylvään avulla kromatografisesti. Eluenttina käytettiin dikloorimetaania. Eluentin 
metanoligradienttia muutettiin välillä 0-10 %. TEA-gradienttia muutettiin välillä 1-5 %. 
Tuotteesta mitattiin 1H- ja 13C-NMR. Tuotteen saanto oli 12.5 g (96 %).  
1H-NMR (MHz; CDCl3): δ 7.53 (s, 1H, 6), 7.32 (m, 2H, DMTr), 7.13-7.22 (m, 7H, 
DMTr), 6.80 (d, J = 622 Hz, 1H, P-H), 6.74-6.77 (m, 4H, DMTr), 6.37 (t, J = 7.0 Hz, 1H, 
1´), 4.94 (dt, J = 2.3, 6.0 Hz, 1H, 3´), 4.18 (dt, J = 2.3, 3.3 Hz, 1H, 4´), 3.71 (s, 6H, OMe), 
3.39 (dd, J = 10.6, 2.6 Hz, 1H, 5´), 3.32 (dd, J = 10.7, 2.7 Hz, 1H, 5´´), 2.53 (ddd, J = 13.6, 
5.6, 2.0 Hz, 1H, 2´), 2.28-2.34 (m, 1H, 2´´), 1.29 (s, 3H, 5-CH3),  
13C-NMR (MHz; CDCl3): δ 164.4 (5), 159.0 (DMTr), 150.9 (2), 144.6 (DMTr), 136.2 (6), 




(DMTr), 113.6 (DMTr), 111.5 (4), 87.27 (DMTr), 85.69 (4´), 84.86 (1´), 77.39 (DMTr), 
74.51 (3´), 63.81 (2´), 55.55 (DMTr), 40.09 (5´), 11.89 (C5-CH3) 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-(2-syanoetyyli)-O-vetyfosfonaattitymidiini 80. Monomeeri 
15 (3.0 g, 4.2 mmol, 1.0 ekv) haihdutettiin kahdesti pyöröhaihduttimella kuivan pyridiinin 
kanssa ja laitettiin öljypumppulinjastoon kuivumaan yön yli. Sitten monomeeri 15 
liuotettiin 20 ml kuivaan pyridiini/asetonitriili-liuottimeen (1:4). Liuokseen lisättiin 
syanoetanoli (0.45 g, 6.3 mmol, 1.5 ekv) ja OXP (2.7 g, 10.6 mmol, 2.5 ekv). 
Reaktioseosta sekoitettiin. Reaktiota seurattiin TLC:n avulla. Eluenttina käytettiin 
propanoli/ammoniakki/vesi-liuosta (85:7:6). 1 h 5 min kohdalla lähtöainetta oli edelleen 
jäljellä, joten lisättiin 20 % syanoetanolia (0.090 g) ja OXP:a (0.54 g). 3 h kohdalla 
lähtöainetta oli enää hieman jäljellä. Reaktioseokseen lisättiin 100 ml dikloorimetaania ja 
pestiin kahdesti fosfaattipuskuriliuoksella (pH=7.0). Takaisinuutossa käytettiin 3x50 ml 
dikloorimetaania. Tuote kuivattiin natriumsulfaatilla. Kuivausaine suodatettiin pois, jonka 
jälkeen liuotin haihdutettiin pyöröhaihduttimella. Sitten tuotetta kuivattiin 
öljypumppulinjastossa yön yli. Tuotteen saanto oli 2.42 g (87 %). 
1H-NMR (MHz; (CD3)2CO): δ 10.08 (s, 1H, NH),  7.50 (s, 1H, 6), 7.40-7.39 (m, 2H, 
DMTr), 7.29-7.22 (m, 7H, DMTr), 6.89 (dd, J = 716, 11.3 Hz, 1H, P-H), 6.84-6.80 (m, 4H, 
DMTr), 6.30 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 1´), 5.29 (m, 1H, 3´), 4.21 (m, 1H, 4´), 4.18 (t, J = 8.32 Hz, 
2H, CH2CH2CN), 3,87 (t, J = 7.99, 2H, CH2CH2CN), 3.69 (s, 6H, OMe), 3.40 (dd, J = 
10.5, 3.5 Hz, 1H, 5´), 3.33 (dd, J = 10.6, 3.2 Hz, 1H, 5´´), 2.55-2.51 (m, 2H, 2´, 2´), 1.38 
(s, 3H, 5-CH3) 
13C-NMR (MHz; (CD3)2CO): δ 164.2 (5), 159.7 (DMTr), 151.3 (2), 145.7 (DMTr), 136.4 
(6), 136.3 (DMTr), 136.2 (DMTr), 131.0 (DMTr), 130.0 (DMTr), 129.0 (DMTr), 128.8 
(DMTr), 111.3 (4), 114.0 (DMTr), 85.39 (4´), 85.20 (1´), 87.74 (DMTr), 77.28 (3´), 76.25 
(2´), 64.06 (CH2CH2CN),  55.53 (DMTr), 46.60 (CH2CH2CN), 46.57 (5´), 12.55 (C5-CH3) 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-sukkinyyliPEG-tymidiini 83. 2,5 g reagenssia 79 (4.6 mmol, 
1.0 ekv) liuotettiin pyridiiniin (10 ml). Sitten lisättiin meripihkahappoanhydridi 81 (600 
mg, 6.0 mmol, 1.3 ekv) ja DMAP (280 mg, 2.3 mmol, 0.5 ekv). Reaktioseosta sekoitettiin 
yön yli. TLC:n perusteella lähtöainetta ei ollut enää jäljellä. Eluenttina käytettiin 7 % 
MeOH/0.1 % TEA/DCM. Tämän jälkeen lisättiin 1.0 ml metanolia ja haihdutettiin tuote 




liuotettiin dikloorimetaaniin (40 ml). Edellinen liuos pestiin 10 % sitruunahapolla (2x30 
ml), vedellä (30 ml) ja kylläisellä natriumkloridiliuoksella (30 ml). Tuote kuivattiin 
natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuotteen 82 saanto oli 3.0 g 
(101 %). 82 (3.0 g, 4.7 mmol, 1.2 ekv) kuivattiin haihduttamalla se kuivan asetonitriilin 
kanssa. Tämän jälkeen 82, PEG-OH (20.1 g, 4.0 mmol, 1 ekv), DCC (0.96 g, 4.7 mmol, 
1.2 ekv) ja DMAP (0.57 g, 4.7 mmol, 1.2 ekv) liuotettiin kuivaan asetonitriiliin (100 ml). 
Reaktioseosta sekoitettiin yön yli. Reaktioseos suodatettiin saostuman poistamiseksi ja 
saatu liuos haihdutettiin noin 80 ml tilavuuteen. Tuote 83 saostettiin liuoksesta eetterillä 
(600 ml, 0 °C, 1 h). Saostuma suodatettiin erilleen liuoksesta. Sitten tuote puhdistettiin 
liuottamalla se dikloorimetaaniin (80 ml) ja saostamalla eetterillä (600 ml, 0 °C, 1 h). 
Tuote suodatettiin, pestiin eetterillä ja kuivattiin vakuumilinjastossa. Tuotteen massa oli 
20.5 g. Dimetoksitrityylimääritystä varten valmistettiin näyte liuottamalla 3.0 mg tuotetta 
10 ml 3 % DCA/DCM-liuokseen. Dimetoksitrityylimäärityksen perusteella sidotun 
nukleosidin määrä oli 135 µmol/g, kun maksimaalinen sitoutuminen vastasi 178 µmol/g. 
Kun tuotteen saantoprosentti laskettiin dimetoksitrityylimäärityksen perusteella PEG-OH:n 
ainemäärään verrattuna. Saatiin saantoprosentiksi 69 %. Tuote asetyloitiin seuraavasti. 
Tuote liuotettiin asetonitriiliin (80 ml) ja lisättiin 10 ml etikkahappoanhydridiä, 10 ml 2,6-
lutidiinia ja 5.0 ml N-metyyli-imidatsolia. Liuosta sekoitettiin 10 minuttia. Sitten tuote 
saostettiin eetterillä (600 ml, 0 °C, 1 h). Uudelleenkiteytys tehtiin liuottamalla edellinen 
saostuma asetonitriiliin (80 ml) ja saostamalla sitten eetterillä (600 ml, 0 °C, 1 h). 
Suodatuksen ja eetterillä pesemisen jälkeen 83 kuivattiin vakuumilinjastossa. Tuotteen 
massa oli 19.3 g. Kun saantoprosentti laskettiin kuten edellä saatiin saantoprosentiksi 
(65 %). 
3´-sukkinyyliPEG-tymidiini 84. 2.0 g (1.0 ekv) lähtöainetta 83 liuotettiin dikloorimetaaniin 
(20 ml). Sitten lisättiin 20 ml 6 % DCA/DCM-liuosta ja sekoitettiin 20 minuuttia. 
Polymeeri saostettiin eetterillä jäähauteessa (400 ml, 0 oC, 1 h). Tuote suodatettiin ja 
pestiin eetterillä. Tuote uudelleenkiteytettiin liuottamalla se dikloorimetaaniin (20 ml) ja 
saostamalla eetterillä (400 ml, 0 oC, 1 h). Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä. Tuotetta 
kuivattiin vakuumilinjastossa yön yli. 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-(2-syanoetyyli)fosfonaatti-O-sukkinyyliPEG-TTT-trimeeri 
87. 1.0 g lähtöainetta 83 detrityloitiin kuten edellä. Detrityloitu reagenssi 84 haihdutettiin 




375 µmol, 2.5 ekv) ja NBS (0.13 g, 750 µmol, 5.0 ekv) haihdutettiin kuivan asetonitriilin 
kanssa ja kuivattiin vakuumilinjastossa. Lähtöaine 84 liuotettiin asetonitriili/TEA-
liuokseen (6.0 ml, 2:1). Liuos injektoitiin kuivaan reaktiosysteemiin, joka oli täytetty 
argonilla. Sitten reaktiosysteemiin injektoitiin reagenssi 80 asetonitriiliin liuotettuna (3.75 
ml) sekä NBS asetonitriiliin liuotettuna (1.5 ml). Reaktioseosta sekoitettiin 10 minuuttia. 
Sitten lisättiin 150 ml eetteriä ja saostettiin tuote 85 jäähauteessa (1 h). Dimeeri 85 
suodatettiin erilleen liuoksesta. Saostuma pestiin eetterillä. Saostumasta mitattiin TLC. 
Eluenttina käytettiin 7 % metanoli/0.1 % TEA/DCM-liuosta. Ennen uudelleenkiteytystä 
sintteriin jäänyt tuote liuotettiin dikloorimetaaniin. Liuos haihdutettiin kuiviin ja jäljelle 
jäänyt saostuma lisättiin edelliseen suodatettuun saostumaan. 85 uudelleenkiteytettiin 
liuottamalla se asetonitriiliin ja saostamalla eetterillä (150 ml, 0 oC, 1 h). Saostunut dimeeri 
suodatettiin erilleen ja pestiin eetterillä. Sintteriin jäänyt tuote käsiteltiin kuten edellä 
(liuotus ja haihdutus). Tuottesta mitattiin TLC. Dimeeristä mitattiin NMR (deuteroitu 
asetoni) ja tehtiin dimetoksitrityylmääritys (liuottimena 3 % DCA/DCM-liuos). 
Dimetoksitrityylimäärityksen (kts. yleiset menetelmät) perusteella voitiin laskea reaktiossa 
sitoutuneen nukleosidin määrä (176.69 µmol/g). Polymeeri 85 liuotettiin dikloorimetaaniin 
(10 ml), johon lisättiin 20 ml 3 % DCA/DCM-liuosta. Reaktioseosta sekoitettiin 15 
minuuttia. Detrityloidun tuotteen 86 massa oli 0.79 g. Polymeeri saostettiin eetterillä 
jäähauteessa (200 ml, 0 oC, 1 h). Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä. Detrityloitu tuote 
uudelleenkiteytettiin liuottamalla se dikloorimetaaniin (10 ml) ja saostamalla eetterillä 
(200 ml, 0 oC, 1 h). Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä. Polymeeri 86 kuivattiin 
haihduttamalla se kolmesti kuivan asetonitriilin kanssa. Tämän jälkeen polymeeriä 
kuivattiin vakuumilinjastossa yön yli. Kondensaatioreaktio tehtiin kuten edellä dimeerin 
synteesissä. Tuotteesta 87 tehtiin dimetoksitrityylimääritys, jonka perusteella reaktiossa 
sitoutuneen nukleosidin määrä oli 164.91 µmol/g. Tuotteesta mitattiin myös NMR, kun 
liuottimena käytettiin deuteroitua DMSO:a. Tuotteen saanto oli 0.85 g (93 %, mitatun 
dimetoksitrityylimäärityksen perusteella laskettuna) 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-(2-syanoetyyli)fosfonaatti-TTT-trimeeri 88. Edellisen 
reaktion tuotetta 87 punnittiin vialliin 10.8 mg. Vialliin lisättiin väkevää ammoniakkia ja 
liuoksen annettiin seistä 48 h. Ammonolyysin jälkeen lisättiin etanolia 
ammoniakkiliuokseen ja haihdutettiin liuos kuiviin. Haihdutuksen jälkeen tuote liuotettiin 
milli-Q-veteen (1.0 ml). Edellisestä tehtiin vielä 1:10-laimennos milli-Q-vedellä. 




Piikit, jotka näkyivät retentioajoilla 1.5 min, 5.5 min, 6.9 min, 7.5 min, 7.8 min ja 19.5 min 
otettiin talteen 20 µl injektiolla. Näistä näytteistä mitattiin MS-spektrit. 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-vetyfosfonaatti-O-sukkinyyliPEG-TTT-trimeeri 91. 1.0 g 
(150 µmol, 1.0 ekv) lähtöainetta 83 detrityloitiin kuten edellä. Näin saatiin tuote 84. 
Kolviin lisättiin fosfonaatti 15 ja reagenssit kuivattiin haihduttamalla ne kuivan 
asetonitriilin kanssa. Aktivaattori (OXP: 0.096 g, 375 µmol, 2.5 ekv) laitettiin kuivaan 
argonilla täytettyyn reaktiosysteemiin. Kuivatut reagenssit liuotettiin pyridiini/ACN (1:3)-
liuokseen argon-ilmakehässä. Liuos injektoitiin reaktiosysteemiin. Reaktioseosta 
sekoitettiin 15 minuutin ajan. Reaktion aikana liuoksen väri muuttui läpinäkyvästä 
punertavaksi ja sameaksi. Tuote 89 saostettiin eetterillä (200 ml, 0 oC, 1 h). Sitten 89 
suodatettiin ja pestiin eetterillä. 89 uudelleenkiteytettiin liuottamalla se asetonitriiliin (10 
ml), johon lisättiin muutama tippa trietyyliamiinia. Liuos oli vaalea ja samea. Tuote 
saostettiin jälleen eetterillä (200 ml, 0 oC, 1 h). Sintteriin jäänyt tuote liuotettiin 
asetonitriiliin ja haihdutettiin kuiviin. 89 kuivattiin vakuumilinjastossa. Dimeeristä otettiin 
39 mg näyte, josta mitattiin NMR-spektri. Myös dimetoksitrityylimääritystä varten otettiin 
näyte (3.1 mg). Dimetoksitrityylimäärityksen perusteella reaktiossa sitoutuneen 
nukleosidin määrä oli 90.78 µmol/g. Vapaat reagoimattomat 5´-OH-ryhmät asetyloitiin 
liuottamalla dimeeri seuraavasti: ACN 7 ml/ 2,6-lutidiini (1.0 ml)/ etikkahappoanhydridi 
(1.0 ml)/ N-metyyli-imidatsoli (1.0 ml). Reaktioseosta sekoitettiin 5.0 minuutin ajan, jonka 
jälkeen tuote saostettiin eetterillä (200 ml, 0 oC, 1 h). Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä. 
89 detrityloitiin liuottamalla se dikloorimetaaniin (10 ml). Sitten lisättiin 10 ml 6 % 
DCA/DCM-liuosta. Liuosta sekoitettiin 20 minuutin ajan, jonka jälkeen tuote saostettiin 
eetterillä (200 ml, 0 oC, 1 h). Saostuma suodatettiin ja pestiin eetterillä. 12.3 mg tuotetta 
otettiin sivuun ammonolyysiä varten. Detritylointi toistettiin. 90 puhdistettiin 
uudelleenkiteyttämällä. 90 liuotettiin dikloorimetaaniin (10 ml) ja saostettiin eetterillä (200 
ml, 0 oC, 1 h). Sintteriin jäänyt tuote liuotettiin dikloorimetaaniin ja haihdutettiin kuiviin. 
Lopuksi 90 kuivattiin vakuumilinjastossa yön yli. Seuraava nukleosidi lisättiin ketjuun 
toteuttamalla reaktio kuten edellä. Reaktion aikana liuos muuttui kirkkaasta sameaksi. 
Tuotteesta 0.2 g liuotettiin asetonitriiliin (2.0 ml) ja saostettiin eetterillä (60 ml, 0 oC, 1 h). 
Suodatuksen, pesun ja kuivauksen jälkeen otettiin näyte (5.0 mg), josta tehtiin 
dimetoksitrityylimääritys. Trimeerin 91 massa oli 0.64 g ja saantoprosentti 43 %, kun 





5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-fosfonaatti-TTT-trimeeri 93. 0.44 g tuotetta 91 käsiteltiin 10 
ml 2 % jodi/pyridiini/vesi-liuoksella (96:4) (30 min). 92 saostettiin eetterillä (200 ml, 0 oC, 
1 h). Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä. Sitten 92 uudelleenkiteytettiin liuottamalla se 
pyridiini/ACN-liuokseen (1:9, 10 ml). Saostus tehtiin jälleen eetterillä (200 ml, 0 oC, 1 h). 
92 suodatettiin, pestiin eetterillä ja liuotettiin pyridiini/ACN-liuokseen (1:9). Liuotin 
haihdutettiin pyöröhaihduttimella ja tuotetta kuivattiin öljypumppulinjastossa yön yli. 
Tuotteen massa oli 0.32 g. Sitten tehtiin ammonolyysi liuottamalla 92 väkevään 
ammoniakkiin. Liuosta sekoitettiin vuorokausi huoneenlämmössä. Sitten liuos 
haihdutettiin kuiviin. Kuohumista vähennettiin lisäämällä haihdutukseen etanolia. Lopulta 
saatu näyte 93 (1.73 g) liuotettiin 5.0 ml vettä. Edellisestä tehtiin HPLC-näyte ottamalla 
0.1 ml näyte, joka laimennettiin 1.0 ml tilavuuteen vedellä. Näytteestä ajettiin HPLC ja 
merkittävimpien piikkien kohdalla eluoituneet liuokset otettiin talteen. Näistä näytteistä 
ajettiin MS-spektrit. 
5´-O-deoksitymidinyyli-3´-O-TPS 97. Lähtöaine 96 (1.2 g, 0.38 mmol, 1.0 ekv, sidotun 
nukleosidin mitattu määrä 1276 µmol/g, teoreettinen sidotun nukleosidin määrä 1266 
µmol/g) detrityloitiin seuraavalla tavalla. Ensin 96 liuotettiin DCM/MeOH-liuokseen (1:1, 
50 ml), jossa olevan MeOH-liuoksen suolahappopitoisuus oli 25 mmol/l. Reaktiota 
seurattiin TLC:n avulla. TLC-mittauksessa eluenttina käytettiin 10 % MeOH/DCM-liuosta, 
jonka TEA pitoisuus oli 0.70 %. Reaktion aikana liuos muuttui läpinäkyvästä keltaiseksi ja 
lopulta oranssiksi. 0.64 M HCl/MeOH-liuosta lisättiin seuraavasti reaktion aikana: 




Taulukko 2: 0.64 M HCl/MeOH-liuoksen lisääminen detritylointireaktion aikana. 
Sitten tehtiin neutralointi lisäämällä nopeasti 20 ml pyridiiniä reaktioseokseen. Liuos 




poistamiseksi tuote haihdutettiin tolueenin kanssa kolmesti. 97 puhdistettiin 
silikapylväässä kromatografisesti. Pakkauksessa käytettiin liuottimena 1 % MeOH/DCM-
liuosta. Näytteen lisäämisen jälkeen käytettiin ensin eluenttina 1 % DCA/1 % 
MeOH/DCM-liuosta. Tämän jälkeen käytettiin eluenttina seuraavanlaista liuosta: DCM/ 
MeOH gradientti 1-10 %/ TEA gradientti 0-1 %. Osa tuotetta sisältävistä fraktioista 
yhdistettiin näytteeksi (0.98 g), joka puhdistettiin seuraavasti. Näyte liuotettiin 
dikloorimetaaniin (75 ml) ja pestiin kylläisellä natriumvetykarbonaattiliuoksella (2x25 ml). 
Sitten pestiin vielä kylläisellä natriumkloridiliuoksella (25 ml). Takaisinuutto tehtiin 
natriumvetykarbonaattiliuoksesta dikloorimetaanilla (30 ml). Dikloorimetaaniliuos 
kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Saatu tuote kuivattiin 
vakuumilinjastossa yön yli. Osa lähtöaineesta ei pesujen yhteydessä liuennut orgaaniseen- 
eikä vesifaasiin. NMR-spektri ajettiin sekä saostumasta että puhdistetusta näytteestä. 
NMR:n perusteella liukenematon saostuma oli puhtaampaa tuotetta, joten sitä käytettiin 
jatkoreaktioissa. Tämä ruskea liukenematon saostuma siirrettiin yhteen astiaan pyridiinin ja 
metanolin avulla. Liuos haihdutettiin kuiviin pyöröhaihduttimella. Pyridiinin poistamiseksi 
tuote haihdutettiin vielä muutaman kerran tolueenin kanssa. Tuotetta kuivattiin 
öljypumppulinjastossa yön yli. Tuotteen massa oli 0.78 g.  
5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-deoksitymidinyyli-3´-vetyfosfonaatti-O-TPS-dimeeri 98. 
Edellisen reaktion tuotetta 97 otettiin 0.25 g (0.13 mmol, 1 ekv) ja se liuotettiin kuivaan 
DMF:n (1 ml). 15 (0.40 g, 0.56 mmol, 4.4 ekv) kuivattiin haihduttamalla se kuivan 
asetonitriilin kanssa pyöröhaihduttimella. Tämän jälkeen se liuotettiin asetonitriiliin (3.0 
ml). OXP (0.33 g, 1.3 mmol, 10.1 ekv) punnittiin kuivaan argonilla täytettyyn 
reaktiolaitteistoon. Edelliset liuokset ja 3.0 ml kuivaa pyridiiniä injektoitiin 
reaktiolaitteistoon. Reaktioseosta sekoitettiin 20 minuutin ajan. Kun reaktioaika oli 2 h, 
otettiin reaktioseoksesta näyte HPLC-ajoa varten. Näyte liuotettiin 
ammoniumasettaati/vesi-liuokseen (1.0 ml, 4:1). 98 saostettiin metanolilla (150 ml, 0 oC, 1 
h). Sitten 98 pestiin kylmällä metanolilla ja kuivattiin öljypumppulinjastossa. Sintteriin 
jäänyt tuote liuotettiin (DCM), haihdutettiin kuiviin ja kuivattiin vakuumilinjastossa. 
Tuotteen massa oli 0.54 g (0.13 mmol, 98 %). Dimetoksitrityylimäärityksen perusteella 
reaktiossa sitoutuneen nukleosidin määrä oli 602.8 µmol/g. Dimetoksitrityylimäärityksen 
perusteella saantoprosentiksi saatiin 67 %, kun vertailussa käytettiin lähtöaineen 96 




5´-O-deoksitymidinyyli-3´-vetyfosfonaatti-O-TPS-dimeeri 99. 98 (0.61 g, 0.14 mmol, 1.0 
ekv) liuotettiin MeOH/DCM-liuokseen (100 ml, 1:1), jossa käytetyn MeOH-liuoksen HCl-
pitoisuus oli 25 mmol/l. Reaktiota seurattiin TLC:n avulla. Eluenttina käytettiin 10 % 
MeOH/DCM-liuosta jonka TEA-pitoisuus oli 0.7 %. 15 minuutin kohdalla reaktio oli 
lopussa, jolloin neutralointi tehtiin lisäämällä reaktioseokseen nopeasti 10 ml pyridiiniä. 
Liuos haihdutettiin kuiviin. Tuote liuotettiin dikloorimetaaniin (2.0 ml) ja saostettiin 
eetterillä (50 ml, 0 oC, 1 h). Eetteriliuos laitettiin vielä pakkaseen yön yli. TLC:n 
perusteella eetteriliuos ei sisältänyt haluttua tuotetta. Suodatuksen jälkeen saatu vaalean 
kellertävä saostuma kuivattiin öljypumppulinjastossa. 
5’-O-(4,4’dimetoksitrityyli)-3´-fosfonaatti-TTT-trimeeri 93. Edellisen reaktion tuote 99 ja 
fosfonaatti 15 (0.40 g, 0.56 mmol, 4.4 ekv) liuotettiin kuivaan asetonitriiliin ja 
haihdutettiin lähes kuiviin. OXP (0.33 g, 1.3 mmol, 10.1 ekv) punnittiin  argonilla 
täytettyyn reaktiosysteemiin. 99 ja 15 liuotettiin ACN/pyridiini-liuokseen (7.0 ml, 
0.57:0.43) ja injektoitiin reaktiosysteemiin. Reaktion aikana liuoksen keltainen väri 
muuttui vaaleaksi. Reaktioaika oli 1.5 h, jonka jälkeen tehtiin hapetus lisäämällä 8.5 ml 
2 % jodi/pyridiini/vesi-liuosta (94:4). Sekoitusta jatkettiin 30 minuuttia. 101 saostettiin 
eetterillä (50 ml, 0 oC, 1 h) ja laitettiin yöksi pakkaseen. 101 kuivattiin 
öljypumppulinjastossa ja sen massa oli 0.68 g. Tuotteesta mitattiin NMR-spektri. 
Ammonolyysi tehtiin liuottamalla 101 väkevään ammoniakkiin. Liuosta sekoitettiin 
vuorokausi. Liuos haihdutettiin kuiviin. Haihtumisen helpottamiseksi lisättiin etanolia.  
HPLC-mittausta varten tuotteesta otettiin 10 mg, joka liuotettiin 9 ml vettä. Edellisestä 
liuoksesta otettiin 1.0 ml näyte. Näyte suodatettiin ennen ajoa. 
3 Viitteet  
 
1 R. H. Hall, A. Todd and R. F. Webb, J. Chem. Soc., 1957, 3291–6. 
2 B. C. Froehler and M. D. Matteucci, Tetrahedron Lett., 1986, 27, 469–472. 
3 K. J. Padiya and M. M. Salunkhe, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2000, 8, 337–
342. 
4 T. Regberg, J. Stawinski and R. Strömberg, Nucleosides and Nucleotides, 1988, 7, 
23–35. 
5 J. Stawinski and R. Strömberg, Oligonucleotide Synthesis, methods and applications, 
Humana Press, New Jersey, 2010, vol. 288. 
6 P. J. Garegg, I. Lindh, T. Regberg, J. Stawinski, R. Strömberg and C. Henrichson, 




7 S. Roy and M. Caruthers, Molecules, 2013, 18, 14268–14284. 
8 A. Kraszewski, M. Sobkowskia and J. Stawinski, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 
1993, 1699–1704. 
9 I. Kers, J. Stawiński and A. Kraszewski, Tetrahedron, 1999, 55, 11579–11588. 
10 E. Kuyl-Yeheskiely, M. Spierenburg, M. Tromp, G. A. van der Marel, J. H. van 
Boom and H. van den Elst, Recueil des Travaux Chimiques des Pays-Bas, 1986, 105, 
505–506. 
11 E. De Vroom, M. L. Spierenburg, C. E. Dreef, G. A. van der Marel and J. H. van 
Boom, Recueil des Travaux Chimiques des Pays-Bas, 1987, 106, 65–66. 
12 S. Sigurdsson and R. Strömberg, Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids, 2003, 
22, 1–12. 
13 S. S. Jones, C. B. Reese, S. Sibanda and A. Ubasawa, Tetrahedron Lett., 1981, 22, 
4755–4758. 
14 P. J. Garegg, T. Regberg, J. Stawinski and R. Strömberg, Nucleosides and 
Nucleotides, 1987, 6, 655–62. 
15 V. A. Efimov, I. Y. Dubey and O. G. Chakhmakhcheva, Nucleosides and Nucleotides, 
1990, 9, 473–477. 
16 P. J. Garegg, J. Stawinski and R. Strömberg, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, 1987, 
1209–1214. 
17 J. Stawiński, R. Strömberg and E. Westman, Nucleic Acids Symp Ser, 1991, 228. 
18 J. Stawinski and A. Kraszewski, Acta Biochim. Pol., 1998, 45, 907–915. 
19 S. Sigurdsson and R. Strömberg, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, 2002, 1682–1688. 
20 P. J. Garegg, J. Stawinski and R. Stroemberg, J. Org. Chem., 1987, 52, 284–287. 
21 N. Powles, J. Atherton and M. I. Page, Org. Biomol. Chem., 2012, 10, 5940–9. 
22 R. Strömberg and J. Stawiński, Nucleic Acids Symp Ser, 1987, 185–188. 
23 C. E. Dreef, C. M. Dreef-Tromp, G. A. van der Marel and J. H. van Boom, Synlett, 
1990, 1990, 481–483. 
24 C. B. Reese and Q. Song, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 1997, 7, 2787–
2792. 
25 P.-P. Kung and R. A. Jones, Tetrahedron Lett., 1992, 33, 5869–5872. 
26 T. Wada, Y. Sato, F. Honda and S. Kawahara, J. Am. Chem. Soc, 1997, 119, 12710–
12721. 
27 O. Sakatsume, H. Yamane, H. Takaku and N. Yamamoto, Tetrahedron Lett., 1989, 
30, 6375–6378. 
28 J. Coste, E. Frerot and P. Jouin, J. Org. Chem., 1994, 59, 2437–2446. 
29 T. Hoeeg-Jensen, C. E. Olsen and A. Holm, J. Org. Chem., 1994, 59, 1257–1263. 
30 M. Sobkowski, J. Stawiński and A. Kraszewski, New Journal of Chemistry, 2009, 33, 
164–170. 
31 M. Sobkowski, J. Stawinski and A. Kraszewski, Nucleosides, Nucleotides and Nucleic 
Acids, 2010, 29, 628–645. 
32 M. Sobkowski, New J. Chem., 2010, 34, 854–869. 
33 N. Iwamoto, N. Oka, T. Sato and T. Wada, Angewandte Chemie, 2009, 121, 504–507. 
34 N. Oka, T. Kondo, S. Fujiwara, Y. Maizuru and T. Wada, Org. Lett., 2009, 11, 967–
970. 
35 V. A. Efimov, N. S. Molchanova and O. G. Chakhmakhcheva, Nucleosides, 
Nucleotides and Nucleic Acids, 2007, 26, 1087–1093. 
36 H. Almer, J. Stawiński and R. Strömberg, J. Org. Chem., 1992, 57, 6163–6169. 
37 M. Sobkowski, A. Kraszewski and J. Stawinski, Tetrahedron: Asymmetry, 2007, 18, 
2336–2348. 





39 F. Eckstein, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1983, 22, 423–439. 
40 M. Sobkowski, J. Jankowska, J. Stawinski and A. Kraszewski, Nucleosides, 
Nucleotides and Nucleic Acids, 2005, 24, 1033–1036. 
41 M. Sobkowski, J. Jankowska, A. Kraszewski and J. Stawinski, Nucleosides, 
Nucleotides and Nucleic Acids, 2005, 24, 1469–1484. 
42 T. Regberg, J. Stawinski and R. Strömberg, Nucleosides and Nucleotides, 1988, 7, 
23–35. 
43 P. J. Garegg, I. Lindh, T. Regberg, J. Stawinski, R. Strömberg and C. Henrichson, 
Tetrahedron Lett., 1986, 27, 4055–4058. 
44 B. C. Froehler, P. G. Ng and M. D. Matteucci, Nucleic Acids Res., 1986, 14, 5399–
5407. 
45 P. J. Garegg, T. Regberg and J. Stawiński, chemica scripta, 1986, 25, 280–282. 
46 C. B. Reese, Tetrahedron, 1978, 34, 3143–3179. 
47 R. Stroemberg and J. Stawinski, Nucleic Acids Symp Ser, 1987, 18, 185–8. 
48 A. Andrus, J. W. Efcavitch, L. J. McBride and B. Giusti, Tetrahedron Lett., 1988, 29, 
861–864. 
49 B. L. Gaffney and R. A. Jones, Tetrahedron Lett., 1988, 29, 2619–2622. 
50 V. Kungurtsev, J. Laakkonen, A. G. Molina and P. Virta, Eur. J. Org. Chem., 2013, 
6687–6693. 
51 M. Münzel, D. Globisch and T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 2011, 50, 6460–
6468. 
52 M. Buck and T. Atkinson, Brit. Poly.J., 1984, 18, 27–81. 
53 J. Jankowska, M. Sobkowski, J. Stawiński and A. Kraszewski, Tetrahedron Lett., 
1994, 35, 3355–3358. 
54 J. Stawinski and M. Thelin, Nucleosides and Nucleotides, 1990, 9, 129–135. 
55 J. Stawiński, R. Strömberg, M. Thelin and E. Westman, Nucleic Acids Res., 1988, 16, 
9285–9298. 
56 C. B. Reese and Q. Song, Nucleic Acids Res., 1999, 27, 963–971. 
57 H. T. Yan and A. L. Aguilar, 2006, 1–1. 
58 A. Gimenez Molina, A. M. Jabgunde, P. Virta and H. Lönnberg, Beilstein J. Org. 
Chem., 2014, 10, 2279–2285. 
 
